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1 UVOD 
Odpornost proti antibiotikom med patogenimi mikroorganizmi (MO) je vse večji problem, 
dodatno zaskrbljenost pa povzroča dejstvo, da je na voljo vedno manj učinkovitih oz. na 
novo razvitih antibiotikov. Do trenutnega stanja je pripeljala predvsem zloraba oz. 
prekomerna in nekontrolirana raba antibiotikov v preteklosti na vseh področjih, tako v 
medicini kot tudi veterini in kmetijstvu. 
 
Pri bakterijah je odpornost proti antibiotikom prirojena ali pridobljena, kjer se slednja širi 
horizontalno. Laktobacili, ki so naravni prebivalci prebavnega trakta ljudi in živali in se 
zaradi svojih tehnoloških in zdravju koristnih učinkov uporabljajo pri pripravi 
fermentiranih živil in probiotičnih izdelkov, lahko nosijo genski zapis za odpornost proti 
antibiotikom. Kljub temu, da veljajo za varne MO in nosijo oznako GRAS, predstavljajo 
potencialno tveganje za prenos genskih elementov za odpornost proti antibiotikom na 
patogene bakterije. Med laktobacili iz različnih okolij, tudi mleka in starterskih kultur, je 
najpogostejša pridobljena odpornost proti tetraciklinu in eritromicinu, kar namiguje na 
širitev odpornosti vzdolž prehranske verige. 
 
Med siri so zanimivi tradicionalni siri, ki so običajno narejeni iz surovega mleka in brez 
dodatka starterskih kultur, kar pomeni, da sodeluje pri fermentaciji predvsem nativna 
mikrobiota, vključno z laktobacili. Pri proizvodnji sirov na industrijskem nivoju pa se 
uporablja dodatek starterskih kultur, kjer so pogosto prisotni laktobacili. Zato bomo 
preverjali odpornost proti eritromicinu, tetraciklinu in kanamicinu pri laktobacilih, 
osamljenih iz slovenskih tradicionalnih in industrijsko izdelanih sirov. Iz pogostosti 
pojavljanja odpornosti proti izbranim antibiotikom ter s tem tveganja za horizontalen 
prehod genskih elementov bomo dobili vpogled, ali laktobacili iz sirov predstavljajo 
potencialen rezervoar genov za odpornost proti antibiotikom. 
 
1.1 NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge je bil raziskati prisotnost odpornosti proti antibiotikom med 
laktobacili iz sirov, ki so prisotni na slovenskem trgu. Raziskali smo odpornost proti 
eritromicinu, tetraciklinu in kanamicinu z metodo mikrodilucije. Seve, ki so izkazali 
odpornost proti antibiotikom, smo nadalje raziskali z metodo PCR, da smo preverili 
prisotnost genov, ki nosijo zapis za odpornost. S pomočjo rezultatov smo ocenili, kako 
razširjena je odpornost proti antibiotikom pri laktobacilih iz sirov v slovenskem prostoru in 
kolikšno je s tem povezano tveganje za prenos genov na druge bakterije. 
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
- Sevi laktobacilov, osamljeni iz sirov, bodo izkazovali fenotipsko odpornost proti 
tetraciklinu in/ali eritromicinu. 
 
- Pri sevih z izkazano odpornostjo proti enemu ali obema antibiotikoma, bomo tudi 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 SIRI  
Sir je svež ali zorjen, čvrst ali polčvrst izdelek, ki ga dobimo:  
- s koagulacijo posnetega ali delno posnetega mleka, smetane ali pinjenca ali 
kombinacije naštetih surovin s siriščem ali kislino in po delni odstranitvi sirotke; 
- s tehnološkim postopkom, ki obsega koagulacijo mleka ali iz mleka pridobljenih 
snovi (Renčelj in sod., 1995). 
 
Siri so izjemno pestra skupina fermentiranih mlečnih izdelkov. Kot večina fermentiranih 
izdelkov je tudi sir nastal naključno med prenašanjem mleka v mehovih, narejenih iz 
živalskih želodcev. Encimi iz želodčnega tkiva so prehajali v mleko in nastal je produkt, ki 
je bil v primerjavi z mlekom tudi obstojnejši. Z razmahom in industrializacijo sirarske 
proizvodnje so začeli iskati nove možnosti pridobivanja proteolitičnih encimov s 
podobnimi lastnostmi za koagulacijo mleka. Danes poznamo različne vrste encimskih 
pripravkov mikrobiološkega in rastlinskega izvora ter kimozin, ki ga pridobivajo s 
pomočjo MO kot so Escherichia coli, Kluyveromyces lactis in Aspergillus niger subsp. 
awamori (Rogelj in Perko, 2003).  
 
Sire razvrščamo na osnovi njihovih lastnosti. Tip sira določimo na osnovi teksture testa ali 
vsebnosti vode. Vrsta sira označuje dobro znan sir določenega tipa, izdelan po ustaljenem 
tehnološkem postopku. Oznako varianta ali različica sira uporabljamo za opredelitev sira 
določene vrste glede na njegov izvor. Sinonim označuje isto vrsto sira, ki je naprodaj pod 
različnimi imeni. Komercialna imena sirov, ki se pojavljajo na tržišču, so tradicionalne 
vrste sirov, ki so spremenjene oblike, različno embalirane ali z majhnimi spremembami 
tehnologije (Rogelj in Perko, 2003).  
 
Da lahko sire sistematično razvrstimo, si pomagamo z različnimi parametri (Rogelj in 
Perko, 2003):  
- vrsta mleka, iz katerega so narejeni: kozji, kravji, ovčji ... 
- način koagulacije: encimska ali kislinska, 
- odstotek maščobe v suhi snovi sira (% M/SS): prekmasten (najmanj 55 % M/SS), 
polnomasten (najmanj 50 % M/SS), masten (najmanj 45 % M/SS), tričetrt masten 
(najmanj 35 % M/SS), polmasten (najmanj 25 % M/SS), četrt masten (najmanj 15 
% M/SS ) in pusti sir (< 15 % M/SS), 
- vsebnost vode: trdi siri (35–45 % vode), poltrdi (40–50 % vode), mehki siri (> 50 
% vode), 
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Osnovni tehnološki postopek izdelave sira je sestavljen iz naslednjih faz: priprava mleka, 
koagulacija mleka, obdelava koaguluma, obdelava sirnega zrna, ločitev sirnega zrna od 
sirotke, oblikovanje sira, stiskanje, soljenje in zorenje sira. Med zorenjem nastanejo 
biokemične spremembe, ki so rezultat delovanja sirišča, starterske kulture, sekundarne 
mikrobiote ali njihovih encimov in nativnih encimov mleka. Osnova vsem procesom je 
mlečnokislinska fermentacija, od katere je odvisen potek vseh drugih mikrobioloških in 
encimatskih procesov (Rogelj in Perko, 2003).  
 
Tradicionalni siri so izdelani iz surovega mleka, na katerega mikrobiološko in kemijsko 
sestavo vplivajo zunanji dejavniki, kot so klimatske razmere in krma živali. Na 
prepoznavnost avtohtonih sirov vpliva avtohtona mikrobiota, ki daje siru značilen vonj, 
aromo in okus. K značilnim lastnostim avtohtonih sirov pripomore tudi tradicionalni 
tehnološki postopek (Renčelj in sod., 1995; Skelin in sod., 2012). 
 
2.2 LAKTOBACILI 
Laktobacili so največja skupina mlečnokislinskih bakterij (MKB), ki so hkrati 
najpomembnejša skupina industrijsko uporabnih bakterij v živilstvu. Do sedaj je znotraj 
rodu Lactobacillus opisanih 233 vrst (LPSN, 2018).  
 
So po Gramu pozitivne, dolge ali kokoidne, negibljive in nesporogene paličice. Ne 
vsebujejo porfirinov in citokromov, nimajo transportne verige elektronov, energijo pa 
pridobivajo izključno s fermentacijo sladkorjev. Glede odnosa do kisika so fakultativni 
anaerobi. Prehransko so zahtevni, saj poleg fermentabilnih sladkorjev potrebujejo mnoge 
rastne dejavnike, kot so aminokisline, vitamini in organske baze. Naseljujejo okoljske niše, 
ki vsebujejo potrebna hranila, med drugim številne surovine rastlinskega in živalskega 
izvora. 
 
Laktobacili se lahko razmnožujejo pri temperaturah od 2 °C do 55 °C (odvisno od vrste), 
optimum je med 30 °C in 40 °C. Rastejo pri vrednostih pH od 3,0 do 7,0, minimalna aw 
vrednost za rast je okoli 0,90. Glede na končne produkte presnove jih delimo v dve 
skupini:  
- homofermentativne, pri katerih je končni produkt razgradnje glukoze mlečna 
kislina, in 
- heterofermentativne, ki iz glukoze tvorijo mlečno in ocetno kislino ter ostale 
produkte, med njimi pline, npr. ogljikov dioksid (Adamič in sod., 2003). 
 
Poleg mlečnopredelovalne industrije nekatere laktobacile kot starterske kulture uporabljajo 
tudi v drugih živilskih panogah (Adamič in sod., 2003):  
- pri izdelavi fermentiranih mesnih izdelkov (L. plantarum),  
- pri fermentaciji rastlinskih surovin, npr. izdelava kislega zelja (L. plantarum). 
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Nekatere vrste iz rodu laktobacilov skupaj z bifidobakterijami predstavljajo večino 
poznanih probiotičnih mikroorganizmov. Po definiciji so probiotiki živi organizmi, ki pod 
pogojem, da v dovolj veliki količini in v aktivni obliki prispejo v črevesje, tam pozitivno 
učinkujejo na zdravje gostitelja (FAO/WHO, 2002). Laktobacili in bifidobakterije so 
prisotni tako v fermentiranih živilih kot v prebavnem traktu in imajo pozitiven vpliv na 
zdravje (Naidu in sod., 1999).  
 
2.3 STARTERSKE KULTURE  
Za starterske kulture lahko rečemo, da so to mikrobiološki pripravki z velikim številom 
celic, katere uporabimo za proizvodnjo fermentiranega živila s cepljenjem mikrobov 
direktno v surovino (Leroy in De Vuyst, 2004). Danes imamo na trgu številne starterske 
kulture, ki so prilagojene ciljnim tehnologijam ter specifičnostim substrata in proizvoda. 
Med bakterijami, ki se v živilstvu najpogosteje uporabljajo kot starterske kulture, najdemo 
na prvem mestu prav MKB (Raspor, 2003). 
 
V sodobni mlekarski industriji lahko fermentacijo označimo kot kontroliran biološki 
proces konzerviranja mleka. Izpeljana je s pomočjo MO, ki jih v obliki starterskih kultur 
dodamo mleku. Proizvodnje fermentiranih izdelkov si brez uporabe selekcioniranih 
starterskih kultur ne moremo več predstavljati (Raspor, 2003). 
 
Dodatek starterskih kultur ima mnoge prednosti:  
- podaljšanje obstojnosti in zagotavljanje varnosti izdelkov zaradi protimikrobnega 
delovanja starterskih kultur proti tehnološkim kvarljivcem in patogenim 
mikroorganizmom, 
- oblikovanje želenih senzoričnih in reoloških lastnosti izdelka ter oblikovanje 
terapevtskih/funkcionalnih lastnosti izdelka, 
- standardizacija visokokvalitetne proizvodnje z regulacijo procesa fermentacije. 
 
Starterske kulture za mlekarsko industrijo so dostopne v različnih oblikah (Raspor, 2003):  
- tekoče kulture, 
- suho zmrznjene kulture, 
- koncentrirane zmrznjene kulture, 
- liofilizirane kulture. 
 
Glede na sestavo poznamo (Raspor, 2003):  
- enosevne starterske kulture (en sev določene vrste), 
- večsevne starterske kulture (različni poznani sevi ene vrste), 
- večsevne mešane starterske kulture (različni poznani sevi različnih vrst), 
- mešane starterske kulture (vrste in sevi so delno ali povsem neznani). 
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Mlekarske starterske kulture delimo glede na optimalno temperaturo delovanja na 
mezofilne in termofilne. Mezofilne rastejo v območju od 10 do 40 °C, z optimalno 
temperaturo blizu 30 °C, termofilne kulture imajo optimalno rast v območju med 40 in 50 
°C. Mezofilne kulture uporabljamo pri proizvodnji različnih sirov, zorenega masla, 
fermentirane smetane in fermentiranih vrst mleka. Termofilne starterske kulture se 
uporabljajo pri proizvodnji jogurta in trdih tipov sira (Rogelj in Perko, 2003).  
 
Fermentacija sira lahko poteče tudi spontano zaradi prisotnosti in aktivnosti naravno 
prisotne mikrobne populacije mleka. Naravne starterske kulture se še vedno uporabljajo za 
izdelavo avtohtonih sirov po tradicionalnih postopkih (Švica, Francija, Italija, Slovenija). 
Za naravno startersko kulturo velja tudi fermentirana sirotka. 
 
Številni sevi rodu Lactobacillus se uporabljajo kot starterske kulture ali kot zaščitne 
starterske kulture pri proizvodnji mlečnih izdelkov, fermentirane zelenjave in 
fermentiranih mesnih izdelkov. Preglednica 1 prikazuje najpomembnejše laktobacile, ki se 
uporabljajo kot starterske kulture. 
 
Preglednica 1: Laktobacili kot starterske kulture in njihove pomembne tehnološke lastnosti (povzeto po 
Rogelj in Perko, 2003: str. 555) 
Vrsta Lastnosti 
L. delbrueckii subsp. lactis 





Homofermentativni, termofilni; zadnji trije so tipični predstavniki 
črevesne mikrobiote; številni sevi so probiotični in prisotni v 
terapevtskih in bioizdelkih. 
L. casei 
L. paracasei subsp. paracasei 
L. paracasei subsp. tolerans 
L. rhamnosus 
L. plantarum 
Fakultativno heterofermentativni, tipični predstavniki črevesne 






Heterofermentativni, L. reuteri tudi v probiotičnih izdelkih, ostali 
so pomembni pri kefirju. 
 
Uporaba mlečnih izdelkov, fermentiranih s probiotičnimi MO, in farmacevtskih preparatov 
z liofiliziranimi probiotičnimi laktobacili je učinkovita tudi pri preprečevanju in 
zdravljenju bolezni prebavil (Rogelj in Perko, 2003).  
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2.4 ODPORNOST PROTI ANTIBIOTIKOM 
Antibiotiki se v kmetijstvu pri živinoreji pogosto uporabljajo za zdravljenje ali 
preprečevanje bakterijskih okužb, desetletja pa so se uporabljali tudi kot rastni promotorji. 
Uporaba antibiotikov kot rastnih promotorjev je v EU prepovedana od leta 2006, medtem 
ko je uporaba nekaterih antibiotikov kot rastnih promotorjev še vedno dovoljena v delih 
ZDA, Avstralije in Azije, kar lahko vpliva na širjenje odpornosti proti antibiotikom med 
bakterijami. Vedno več dokazov o odpornosti proti antibiotikom med laktobacili je 
povzročilo globalno zaskrbljenost na področju varnosti hrane in zdravja ljudi (Abriouel in 
sod., 2015). 
 
Pri bakterijah je odpornost proti antibiotikom lahko prirojena (ang. intrinsic) ali 
pridobljena (ang. acquired). Prirojena odpornost je naravno prisotna in se prenaša 
vertikalno, kar pomeni iz generacije v generacijo. Pridobljena odpornost je prisotna le pri 
nekaterih sevih določene vrste in se razvije kot odgovor na prisotnost antibiotika v okolju. 
Lahko je posledica horizontalnega prenosa genov med bakterijami ali mutacij v 
bakterijskem genomu (Mathur in Singh, 2005; Abriouel in sod., 2015). 
 
Mehanizmi horizontalnega prenosa genov pri pridobljeni odpornosti so trije: 
transformacija, transdukcija in konjugacija. Transformacija je vključitev tuje DNA v 
bakterijsko celico, pri transdukciji poteka prenos DNA med celicami preko bakteriofagov. 
Najpogostejša pa je konjugacija, pri kateri pride do direktnega stika med bakterijskima 
celicama in izmenjavo genetskega materiala preko plazmidov in transpozonov (Mathur in 
Singh, 2005). 
 
2.4.1 Odpornost proti antibiotikom pri laktobacilih  
Nekateri laktobacili se uporabljajo kot probiotiki ali kot starterske kulture pri fermentiranih 
živilih. Ti lahko postanejo gostitelji genov z zapisi za odpornost proti antibiotikom in tako 
lahko predstavljajo tveganje za prenos genov še na ostale MKB in patogene bakterije, 
čeprav veljajo za varne in nosijo oznako GRAS (Mathur in Singh, 2005).  
 
Z uživanjem fermeniranih živil se veliko laktobacilov prenese v gastrointestinalni trakt, 
kjer zaradi velikega števila MO v zaprtem okolju lahko pride do interakcij z 
gastrointestinalno mikrobioto gostitelja in  prenosa genov (Abriouel in sod., 2015; Ammor 
in sod., 2007).  
 
Do leta 1999 je bilo narejenih le nekaj študij, ki so ocenjevale pridobljeno odpornost proti 
antibiotikom pri laktobacilih. Trenutno je študij, ki poročajo o odpornosti proti 
antibiotikom pri vrstah iz rodu Lactobacillus, vse več (Abriouel in sod., 2015). 
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Laktobacili so občutljivi za antibiotike, ki delujejo tako, da poškodujejo celično steno 
bakterije. Taka antibiotika sta penicilin in β-laktamaza. Abriouel in sod. (2015) že poročajo 
o razviti odpornosti proti penicilinu med laktobacili, uporabljenimi kot probiotiki ali 
starterske kulture. Izkazana je tudi občutljivost za nizke koncentracije inhibitorjev 
proteinske sinteze, kot so makrolidi, tetraciklin, kloramfenikol in linkozamidi. Odporni so 
proti vankomicinu in večini zaviralcev sinteze nukleinskih kislin. Številne študije poročajo 
o odpornosti proti aminoglikozidnim antibiotikom med laktobacili, osamljenimi iz 
fermentiranih živil. Odpornost je lahko posledica sprememb v prepustnosti celične 
membrane ali odsotnosti transporta elektronov preko citokromov, ki omogočajo absorpcijo 
antibiotikov (Abriouel in sod., 2015). Opisane so tudi kromosomske mutacije, ki 
povzročijo antibiotično odpornost pri sevih (Guiemonde in sod., 2013, Nawaz in sod., 
2011). 
 
Med laktobacili so najpogostejši pridobljeni geni za odpornost proti tetraciklinu in 
eritromicinu, in sicer tet(S), tet(M) in erm(B). Raziskave iz zadnjih let so pokazale, da so 
poleg tet(M) in tet(S) genov prisotni tudi geni, kot je tet(W), ki kodira ribosomski zaščitni 
protein. Erm(B) gen se nahaja na plazmidih ali kromosomu in je bil odkrit pri več sevih, 
osamljenih iz fermentiranih živil, suhomesnatih izdelkov, mlečnih izdelkov, kisanega zelja. 
Gen erm(B) je pogosto povezan s prenosljivimi elementi, največkrat s konjugativnimi 
transpozoni, s katerimi je možna širitev odpornosti (Abriouel in sod., 2015). 
 
Novejši mehanizem odpornosti proti antibiotikom so pri nekaterih laktobacilih tako 
imenovani prenašalci odpornosti proti več snovem (MDR – ang. multidrug resistance 
transporters). Čeprav so homologi MDR prisotni pri vseh laktobacilih, je o tem še zelo 
malo informacij in le nekaj opravljenih študij (Guiemonde in sod., 2013). 
 
2.5 UGOTAVLJANJE ODPORNOSTI PROTI ANTIBIOTIKOM 
Preverjanje odpornosti proti antibiotikom je obvezno pri vseh sevih, ki se uporabljajo v 
prehrani ljudi in živali, pri čemer je potrebno uporabiti internacionalno znane in 
standardizirane metode. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) so izražene v mg/L ali 
µg/mL in so za laktobacile določene za naslednje antibiotike: ampicilin, vankomicin, 
gentamicin, kanamicin, streptomicin, eritromicin, klindamicin, tetraciklin, kloramfenikol 
(EFSA, 2018).  
 
MIC vrednost predstavlja tisto koncentracijo antibiotika, ki zavre rast preiskovanih 
bakterijskih sevov. EFSA je za določanje odpornosti proti antibiotikom postavila mejne 
vrednosti MIC, ki nam povedo, ali je preiskovan sev odporen proti antibiotikom ali ne. 
Bakterijski sev je opredeljen kot občutljiv, če je vrednost MIC manjša ali enaka mejni 
vrednosti MIC. Sevi z vrednostjo MIC, ki je višja od mejne vrednosti MIC, pa veljajo za 
odporne proti izbranim antibiotikom. Pri teh je potrebno ugotoviti, za kakšno vrsto 
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odpornosti gre. Bakterijski sevi z naravno prisotno odpornostjo predstavljajo minimalno 
možnost za horizontalni prenos genov in se lahko uporabljajo kot živilski dodatki. Prav 
tako je dovoljena uporaba tistih sevov, pri katerih se izkaže, da je odpornost posledica 
kromosomskih mutacij. Prepovedana pa je uporaba sevov, pri katerih ne poznamo 
genetskega ozadja, in sevov, ki so odpornost pridobili s prenosom genov (EFSA, 2018). 
 
Trenutne testne metode omogočajo natančno odkrivanje mehanizmov odpornosti, pri tem 
pa je zelo pomembna pravilna izvedba testiranj. Metode, ki se uporabljajo za ugotavljanje 
odpornosti, so metode razredčevanja v trdem ali tekočem gojišču, E-test, difuzija v trdem 
gojišču z diski in sekvenciranje bakterijskega genoma (Jorgensen in Ferraro,  2009). 
 
Difuzija v trdem gojišču z diski je preprosta in praktična fenotipska metoda. Na površino 
trdega gojišča, cepljenega s testno bakterijo, nanesemo do 12 komercialno pripravljenih 
diskov, prepojenih z znanimi koncentracijami antibiotikov. Po inkubaciji se okrog diskov 
izmeri inhibicijska cona, kjer ni rasti bakterij. Rezultati te metode so kvalitativni. Prednost 
metode je enostavnost in preprostost, ki ne zahteva posebne dodatne laboratorijske opreme. 
Slabost pa je slaba ponovljivost in pomanjkanje kriterijev za interpretacijo rezultatov 
(Jorgensen in Ferraro, 2009). 
 
Razredčevalne metode so standardizirane in zanesljive tehnike, ki se uporabljajo tudi kot 
referenčne metode. Za laktobacile se uporablja metoda mikrodilucije, predpisana s 
standardom ISO, s katero ugotavljamo vrednost MIC (ISO 10932, 2012). V luknjice 
mikrotitrske plošče nanašamo naraščajoče koncentracije antibiotikov, v katere nato cepimo 
testno bakterijo. MIC vrednost je prva koncentracija antibiotika, pri kateri se rast bakterij 
ne pojavi (EFSA, 2018). 
 
Pri E-testu uporabljamo lističe, ki so gradientno prepojeni z antibiotikom, s katerih je 
mogoče direktno odčitati MIC, torej tisto koncentracijo antibiotika, ki je zavrla rast 
bakterije. Vrednosti MIC, dobljene z E-testi, so primerljive z vrednostmi MIC, dobljenimi 
z metodo mikrodilucije (Jorrgensen in Ferraro, 2009). 
 
Z metodo sekvenciranja celotnega bakterijskega genoma lahko preverimo prisotnost 
poznanih genov za odpornost proti antibiotikom. Prisotnost genov za odpornost proti 
določenemu antibiotiku pa lahko preverimo tudi z verižno reakcijo s polimerazo (PCR), in 
sicer tako, da za PCR uporabimo ustrezne začetne oligonukleotide, specifične za določen 
gen (Jorrgensen in Ferraro, 2009).  
 
2.6 ANTIBIOTIKI  
Antibiotik je kemična snov, ki jo proizvaja živi organizem, običajno MO in preprečuje ali 
zavira rast bakterij, gliv, praživali. Pomembnost antibiotikov se je pokazala z odkritjem 
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penicilina leta 1941. Od takrat se uporabljajo za zdravljenje okužb pri ljudeh in živalih 
(Britannica Academic, 2016). Sprva so bili antibiotiki naravnega izvora, sedaj pa se 
antibiotiki pridobivajo s kemijsko sintezo (Kümmerer, 2009). 
 
Antibiotike lahko razvrstimo v skupine glede na kemično strukturo, njihov spekter 
aktivnosti in glede na mehanizem delovanja. 
 
Glede na kemično strukturo jih razdelimo na β-laktame, kinolone, tetracikline, makrolide, 
sulfonamide. Glede na spekter aktivnosti delimo antibiotike na antibiotike z ozkim 
spektrom delovanja in na antibiotike s širokim spektrom delovanja. Antibiotiki z ozkim 
spektrom delovanja vplivajo predvsem na po Gramu pozitivne bakterije (npr. penicilin). 
Antibiotiki s širokim spektrom delovanja, kot sta tetraciklin in kloramfenikol, vplivajo na 
mnogo različnih vrst bakterij, tako na po Gramu pozitivne kot na po Gramu negativne 
bakterije (Britannica Academic, 2016).  
 
Kotnik (2002) jih glede na mehanizem delovanja deli v štiri skupine:  
- preprečujejo sintezo celične stene (cefalosporini, glikopeptidi, penicilin), 
- delujejo na sintezo znotrajceličnih beljakovin (tetraciklin, aminoglikozidi, 
kloramfenikol, makrolidi), 
- vplivajo na sintezo jedrnih kislin (kinoloni, sulfonamidi), 
- ovirajo dejavnosti, povezane s sintezo citoplazemske membrane (nistatin, 
polimiksin, amfotericin). 
 
V prehrani živali so antibiotiki prisotni že od začetka petdesetih let 20. stoletja, saj so 
predstavljali dodatek h krmi za zdravljenje bolezni, za izboljšanje učinkovitosti uporabe 
krme ali pa kot rastni promotorji, ki so izboljšali metabolizem živali.  
 
Uporaba antibiotikov se lahko splošno deli v dve kategoriji: terapevtsko in subterapevtsko. 
Pri terapevtski uporabi gre za zdravljenje okužbe posamezne živali ali populacije z 
določeno količino antibiotika, pri subterapevtski uporabi pa gre za dodajanje antibiotikov v 
nizkih odmerkih za povečano učinkovitost krmljenja in preventivo pred okužbami. 
Množična uporaba antibiotikov kot rastnih promotorjev je povzročila problem širjenja 
odpornosti proti antibiotikom (Britannica Academic, 2018b).  
 
2.6.1 Antibiotiki, uporabljeni v raziskavi  
2.6.1.1 Eritromicin 
Eritromicin je antibiotik, ki ga sintetizira bakterija Streptomyces erythraeus, ki živi v tleh. 
Spada med makrolidne antibiotike, ki se uporabljajo za zdravljenje okužb grla, pljučnice in 
drugih bolezni. Na bakterije ima bakteriostatičen ali baktericiden učinek, odvisno od 
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koncentracije antibiotika in MO, proti kateremu se uporablja. V bakterijskih celicah deluje 
na ribosom in zavira sintezo proteinov, zato je posledično ovirana celična rast. V 
preteklosti se je uporabljal kot rastni promotor skupaj z glikopeptidi in drugimi antibiotiki 
(Britannica academic, 2018a; Devirgiliis in sod., 2013). 
 
2.6.1.2 Tetraciklin 
Tetraciklin spada med antibiotike s širokim spektrom delovanja. Izoliran je neposredno iz 
več vrst bakterij Streptomyces. Deluje bakteriostatično tako, da vpliva na bakterijski 
ribosom in zavira sintezo beljakovin. Tetraciklini se med seboj razlikujejo po prisotnosti 
ali odsotnosti kloridnih, metilnih in hidroksilnih skupin. Tetraciklini se uporabljajo pri 
zdravljenju različnih nalezljivih bolezni, kroničnih infekcij oči, brucelozi in koleri. V veliki 
meri se je uporabljal kot rastni promotor v živinoreji, zato je danes zelo razširjena 




Aminoglikozidni antibiotik kanamicin spada med antibiotike s širokim spektrom 
delovanja. Veže se na ribosome ter tako povzroči napačno translacijo mRNA. Proizvajajo 
ga bakterije Streptomyces kanamyceticus. Uporablja se za zdravljenje tuberkoloze, saj 
deluje na seve, ki so odporni proti streptomicinu (Edwards in Aronson, 2000).  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 POTEK POSKUSA 
Namen naloge je bil identificirati laktobacile iz sirov, ki so prisotni na slovenskem trgu, in 
raziskati njihovo odpornost proti antibiotikom. Iz vzorcev sirov smo osamili laktobacile in 
jih identificirali. Z metodo mikrodilucije smo laktobacilom določili občutljivost za 
antibiotike in nato s PCR preverili prisotnost genskih zapisov za odpornost proti 
tetraciklinu, eritromicinu in kanamicinu. Slika 1 prikazuje potek eksperimentalnega dela.  
 
 
Slika 1: Potek eksperimentalnega dela 
 
3.2 MATERIAL 
3.2.1 Vzorci sirov 
V raziskavi smo analizirali občutljivost laktobacilov iz sirov za tetraciklin, eritromicin in 
kanamicin. Laktobacile smo osamili iz sirov, ki so dostopni na slovenskem tržišču. 
Analizirali smo 34 vzorcev sirov, od tega so bili štirje ovčji, en kozji, en mešani (iz 
kozjega in ovčjega mleka), ostali so bili iz kravjega mleka. V preglednici 2 so predstavljeni 
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Ime sira Proizvajalec, država porekla Tip sira 
1 Sir Tolminc PDO Mlekarna Planika, Slovenija Poltrdi (polnomastni) sir 
2 Sir Cheddar Tuxford, Velika Britanija Poltrdi sir (blago obarvan) 
3 Kozji sir Chevrette Frico, Nizozemska Poltrdi sir 
4 Bohinjski sir Bohinjska sirarna, Slovenija Trdi sir 
5 Mohant Bohinjska sirarna, Slovenija Mehki sir 








Käserei Champignon Hofmeister 
GmbH & Co., Nemčija 
Mehki (polnomastni) sir (s 
plemenito belo plesnijo) 
9 Sir Gorgonzola 
Käserei Champignon Hofmeister 
GmbH & Co., Nemčija 
Poltrdi sir (s plemenito 
plesnijo) 
10 Sir Jošt Ljubljanske mlekarne, Slovenija Poltrdi (polnomastni) sir 




Mlekarna Celeia, Slovenija Poltrdi sir 
13 Sir Tolminc GP-VP Mlekarna Planika, Slovenija Trdi (polnomastni) sir 
14 Planinski sir Tolmin 
Lokalni pridelovalci iz Tolmina, 
Slovenija 
Trdi (polnomastni) sir 
15 
Sir Tolminc (zaščitena 
označba porekla) 
Sirarna Čadrg, Slovenija Trdi (polnomastni) sir 
16 S budget Gauda DMK, GMbH, Nemčija Poltrdi sir 
17 Ovčji sir Giran Kolut, Italija Trdi sir 
18 Edamec Loška mlekarna, Slovenija Poltrdi (polnomastni) sir 
19 Edamec MU 
Ljubljanske mlekarne, 
Slovenija 
Poltrdi (polnomastni) sir 
20 Trapist Lactalis Poltrdi sir 
21 Livada Pomurske mlekarne, Slovenija Poltrdi sir 
22 Masdamer Jagibo Siri, Nizozemska Poltrdi sir 
23 S budget DMK, GMbH, Nemčija Poltrdi sir 
24 Sir Brie Ftrecal, Francija Mehki sir 
25 Mohant 
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Ime sira Proizvajalec, država porekla Tip sira 
26 Bovški ovčji sir Sirarstvo Ostan, Slovenija Trdi sir 







Pomurske mlekarne, Slovenija Poltrdi sir 
29 
Sir Edamec (Mercator 
trgovska znamka) 
Cepparo s.p.a, Italija Poltrdi (polnomastni) sir 
30 
Jogurt Käse (sir v 
rezinah) 
Avstrija Poltrdi sir 
31 
Feta sir (kozje in ovčje 
mleko) 
Kolios S.A., Grčija Mehki sir 
32 Mozzarela Galbani, Italija Mehki sir 
33 Bovški ovčji sir 1 
Lokalni pridelovalci iz bovškega 
območja, Slovenija 
Trdi sir 
34 Bovški ovčji sir 2 




3.2.2 Gojišča in raztopine  
3.2.2.1 Ringerjeva raztopina  
Ringerjevo raztopino ¼ jakosti smo pripravili po navodilu proizvajalca (Merck, Darmstadt, 
Nemčija). Tako pripravljeno raztopino smo razporedili v epruvete po 9 mL in jih 
avtoklavirali 15 min pri 121 °C. Ringerjevo raztopino smo uporabili za razredčevanje po 
Kochu.  
 
3.2.2.2 Raztopina natrijevega citrata 
Raztopino natrijevega citrata (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Nemčija) smo pripravili 
po standardu ISO 6887-5 (ISO 6887-5, 2010). Raztopini smo uravnali pH na 7,5 ± 0,2 pri 
25 °C  z dodatkom 0,1 M HCl in jo avtoklavirali 15 min pri 121 °C. 
 
3.2.2.3 Gojišče Rogosa 
Trdo hranljivo gojišče Rogosa, selektivno za laktobacile, smo pripravili po navodilu 
proizvajalca (Merck). Po segrevanju gojišča smo z uporabo 96 % ocetne kisline uravnali 
pH gojišča na 5,5 in nato gojišče razlili v petrijevke.  
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3.2.2.4 Tekoče gojišče MRS  
Tekoče gojišče smo pripravili po navodilu proizvajalca (Merck). Pripravljeno tekoče 
gojišče smo razporedili po 10 mL v epruvete in jih avtoklavirali 15 min pri 115 °C. 
 
3.2.2.5 Tekoče gojišče MRS z dodatkom 30 % glicerola 
Tekoče gojišče smo pripravili po navodilu proizvajalca (Merck). Pred avtoklaviranjem (15 
min pri 115 °C) smo mu dodali 30 % glicerola, ki deluje kot krioprotektant, saj omogoči 
uspešno zamrzovanje in preprečuje poškodbe MO pri nizkih temperaturah. 
 
3.2.2.6 Trdo gojišče MRS  
Trdo gojišče MRS smo pripravili iz tekočega gojišča MRS in agar agarja. Tekoče gojišče 
MRS smo pripravili po navodilu proizvajalca (Merck) in uravnali pH gojišča na vrednost 
6,87. Nato smo gojišče porazdelili po 200 mL v stekleničke, v katere smo zatehtali po 3 g 
agar agarja. Zaprte in označene stekleničke smo sterilizirali v avtoklavu 15 min pri 
temperaturi 115 °C. 
 
3.2.2.7 Tekoče gojišče LSM 
Tekoče gojišče LSM smo pripravili z mešanjem gojišč IST (Oxoid, Velika Britanija) in 
MRS v razmerju 9:1. Gojišči smo pripravili po navodilu proizvajalca in ju nato mešali. Za 
pripravo gojišča IST smo 42,12 g dehidriranega gojišča raztopili v 900 mL 
demineralizirane vode, za gojišče MRS pa 10,44 g dehidriranega gojišča v 100 mL 
demineralizirane vode. Nato smo uravnali pH gojišča na vrednost 6,85 s pomočjo 5 M 
NaOH ali 5 M HCl. Tako pripravljeno gojišče smo razporedili v epruvete po 5 mL in jih 
avtoklavirali 15 min pri 115 °C. Gojišče smo uporabili pri določanju občutljivosti sevov za 
antibiotike z metodo mikrodilucije. 
 
3.2.3 Reagenti za izolacijo DNA iz bakterij 
Za izolacijo DNA iz bakterijskih kultur smo uporabili komercialni komplet Wizard ® 
Genomic DNA Purification Kit za izolacijo genomske DNA (Promega, Madison, ZDA) s 
sestavinami: 
- raztopina za lizo celic (ang. Cell Lysis solution), 
- raztopina za lizo celičnega jedra (ang. Nuclei Lysis solution), 
- raztopina za obarjanje proteinov (ang. Protein Precipitation Solution), 
- raztopina za rehidracijo DNA (ang. DNA Rehydration solution), 
- raztopina RNaza (ang. RNase solution). 
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Poleg komercialnega kompleta smo uporabili še reagente: 
- raztopina mutanolizina 2500 U/mL (Sigma, ZDA), 
- lizocim (Sigma), 
- 50 mM EDTA,  
- izopropanol, 
- 70 % etanol. 
3.2.4 Reagenti in bakterijski sevi, uporabljeni v reakcijah za PCR 
Za pripravo reakcijskih mešanic za PCR smo uporabili: 
-  reagente iz kompleta GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega): 5x zeleni Go 
Taq® flexi pufer, 25 mM MgCl2, Go Taq polimeraza (5U/µL), 
- mešanico dNTP v koncentraciji 10 mM (Thermo Scientific, Walthman, ZDA), 
- deionizirano, mikrofiltrirano in sterilno vodo MiliQ, 
- kontrolne seve (pozitivne kontrole) za določanje vrst: L. sakei IM 400, L. delbrueckii 
subsp. bulgaricus IM 411, L. delbrueckii subsp. lactis IM 350,  L. plantarum IM 308, 
L. paracasei IM 242, L. casei IM 33, 
- kontrolne seve (pozitivne kontrole) z geni za odpornost za posamezne antibiotike: E. 
faecium VAR 2 IM 336, S. aureus ISS 23 IM 390, plazmid pE194 IM 269, plazmid 
pBR322 IM 265, B. lactis DSM 10140 IM 418, B. adolescentis BM48 IM 677, B. 
animalis subsp. lactis BB12 IM 295, E. coli s Tn10 IM 648, E. coli DSM 3876 IM 
986, En. faecium VAR 6 IM 338,  En. faecalis ATCC 51299 IM 247, En. faecium 
VAR 1 IM 335. 
 
3.2.5 Reagenti za analizo pomnožkov v agaroznem gelu 
- Agaroza (Sigma-Aldrich), 
- 1 x pufer TAE  (Tris acetatni EDTA pufer), 
- DNA barvilo: Sybr Safe™ DNA Gel Stain (Invitrogen, ZDA), 
- molekularni označevalec velikosti: GeneRuler ™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas), 
- komercialni komplet reagentov Wizard ® SV Gel and PCR Clean-up system 
(Promega) za čiščenje pomnožkov PCR. 
 
3.2.6 Antibiotiki 
- tetraciklin hidroklorid (TH) (Sigma-Aldrich), 95 % aktivnost, 
- eritromicin (ER) (Sigma-Aldrich), aktivnost ≥850 µg/mg, 
- kanamicin sulfat (KS) (Calbiochem, ZDA), aktivnost ≥700 µg/mg. 
  
 
Koren M. Odpornost laktobacilov iz sirov proti tetraciklinu in eritromicinu. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
17 
3.2.7 Laboratorijska oprema 
- naprava za razredčevanje (dilumat) (AES Chemnunex, Francija), 
- gnetilnik (Interscience, Francija), 
- inkubator (Binder, Nemčija), 
- laminarij M12 (Iskra Pio, Slovenija), 
- pH meter Mettler Toledo MP 120 (Mettler, Nemčija), 
- števec kolonij, 
- tehtnici: AT 400 (Mettler Toledo), PBJ 4200 (Kern, Nemčija), 
- centrifuga Mikro 22R (Hettich, Nemčija), 
- vodna kopel (Kambič Laboratorijska oprema, Slovenija) , 
- naprava za PCR SureCycler 8800 (Agilent Technologies, ZDA) in PCR Masterycler 
Gradient (Eppendorf, Nemčija), 
- komora za pripravo reakcijskih mešanic PCR, 
- oprema za agarozno gelsko elektroforezo (Bio-Rad, ZDA), 
- mikrovalovna pečica (Bosch, Nemčija), 
- UV-transiluminator (Uvitec, Anglija), 
- avtoklav A-21 CA (Kambič, Slovenija), 
- sistem za anaerobno inkubacijo Genbox (Biomerieux, Francija), 
- laboratorijski pribor: steklovina, pipete, epruvete, gorilniki, nož, pincete. 
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3.3 METODE 
3.3.1 Nacepljanje vzorcev sira na selektivno gojišče Rogosa 
Vzorce sirov, ki smo jim predhodno odstranili zunanje plasti, smo v aseptičnem okolju 
nastrgali s pomočjo strgala. V sterilne vrečke smo zatehtali približno 10 g vzorcev sira in s 
pomočjo naprave za razredčevanje (dilumata) vzorcem dodali 9-kratno količino raztopine 
natrijevega citrata. Vsebino vrečke smo 5 min segrevali v vodni kopeli pri 45 °C in jih nato 
z gnetilnikom suspendirali. Tako pripravljene suspenzije vzorcev sirov so predstavljale 
primarno razredčitev, ki smo jo uporabili za nadaljnje razredčitve. Razredčevali smo z 
metodo razredčevanja po Kochu tako, da smo zaporedno redčili vzorec v vnaprej 
pripravljeni Ringerjevi raztopini. Na površino petrijevih plošč z gojiščem Rogosa smo 
odpipetirali po 100 µL ustrezne razredčitve vzorca in ga s paličko za razmazovanje 
razmazali po celotni površini. Vsako razredčitev smo na gojišče nanesli v dveh paralelkah, 
saj smo plošče inkubirali pri 30 °C in 37 °C, v anaerobnih razmerah, 3 dni. Anaerobne 
pogoje smo zagotovili z uporabo anaerobnih vrečk Genbox (Biomerieux). 
 
Po končani inkubaciji smo izrasle kolonije prešteli s pomočjo elektronskega števca in s 






                         ... (1) 
 
N – število mikroorganizmov v vzorcu (KE/g) 
∑C – Vsota preštetih kolonij na vseh števnih petrijevih ploščah 
n1 – število petrijevih plošč prve decimalne razredčitve 
n2 – število petrijevih plošč druge decimalne razredčitve 
R – prva redčitev vzorca, pri kateri smo prešteli kolonije 
 
Pregledali smo značilnosti kolonij, ocenili njihovo raznolikost in izbrali različne kolonije. 
Iz industrijsko izdelanih sirov smo izbrali do osem kolonij, iz tradicionalno izdelanih 
slovenskih sirov pa do dvanajst kolonij. Te smo s cepilno zanko razmazali na gojišče 
Rogosa, da bi pridobili čim bolj ločene kolonije. Plošče smo zopet inkubirali v anaerobnih 
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3.3.2 Izolacija DNA iz kolonij 
Po končani inkubaciji smo z vsake plošče izbrali po eno kolonijo in jo s sterilnim 
zobotrebcem prenesli v mikroepruveto, v katero smo predhodno dodali 15 µL 5-kratnega 
zelenega GoTaq flexi pufra. Vzorce smo nato kratko centrifugirali in jih v napravi za PCR 
15 min segrevali pri temperaturi 99 °C ter nato ohladili na 4 °C. 
 
3.3.3 Primerjava izolatov z RAPD-PCR 
Za primerjavo izolatov in ugotavljanje njihove raznolikosti smo izvedli analizo RAPD-
PCR (naključno pomnožena polimorfna DNA) po protokolu, ki so ga napisali Torriani in 
sod. (1999). Uporabili smo univerzalni začetni oligonukleotid M13 (5'-
GAGGGTGGCGGTTCT-3'). 
 
Reakcijske mešanice za PCR smo pripravljali v komori za PCR ter pri delu uporabljali 
zaščitne rokavice. Volumen reakcijske mešanice je znašal 20 µL. Reakcijsko mešanico 
smo pripravili za vse vzorce naenkrat in jo nato razdelili v mikroepruvete za PCR po 16 
µL. Dodali smo po 4 µL izolirane DNA iz kolonij ter na aparaturi za PCR izbrali ustrezen 
program poteka reakcije PCR (Preglednica 3). 
 
Sestava 20 µL reakcijske mešanice za RAPD-PCR: 
- 4 µL tarčne DNA v 5-kratnem zelenem GoTaq flexi pufru, 
- 12,3 µL miliQ vode, 
- 3,2 µL 25 mM MgCl2, 
- 0,2 µL 100 µM začetnega oligonukleotida M13, 
- 0,2 µL 10 mM dNTP, 
- 0,1 µL GoTag® DNA polimeraze (5U/µL). 
 
Preglednica 3: Program za analizo RAPD-PCR z začetnim oligonukleotidom M13 (povzeto po Torriani in 










1 72 300  
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3.3.4 Agarozna gelska elektroforeza 
Z RAPD-PCR pridobljene pomnožke smo ločili z uporabo agarozne gelske elektroforeze, 
ki ločuje fragmente po velikosti. Za gelsko elektroforezo smo pripravili 1,5 % agarozni gel 
v pufru TAE. Raztopino smo v mikrovalovni pečici segrevali, dokler se ni agaroza 
popolnoma raztopila. Nato smo agarozo nekoliko ohladili in jo razlili v model, v katerega 
smo predhodno vstavili glavničke, da se naredijo luknjice za nanašanje pomnožkov. Ko se 
je gel strdil, smo glavničke odstranili, gel pa potopili v elektroforezno banjico s pufrom 
TAE. V prvo in zadnjo luknjico v vrstici v gelu smo nanesli 3,5 µL velikostne lestvice 1 kb 
DNA (Fermentas), v ostale luknjice pa po 10 µL pomnožkov. Elektroforeza je potekala 90 
min pri napetosti 70 V, nato pa smo gel prenesli v banjico z raztopino barvila Sybr Safe, ki 
se je vezalo na odseke pomnožene DNA in pri analizi gela fluoresciralo pod UV svetlobo. 
Gel smo presvetlili s transiluminatorjem in vzorce pomnožkov vizualno primerjali. 
 
3.3.5 Prečiščevanje in kultivacija izbranih izolatov 
Med analiziranimi izolati smo izbrali tiste z različnimi vzorci RAPD-PCR in jih ponovno 
prečistili z razmazovanjem na trdo gojišče Rogosa. Po inkubaciji v anaerobnih pogojih 3 
dni pri 30 °C ali 37 °C smo posamezne izrasle kolonije s cepilno zanko prenesli v 10 mL 
tekočega gojišča MRS ter ponovno inkubirali pri anaerobnih pogojih 3 dni pri 30 °C ali 37 
°C. Po inkubaciji smo del kulture uporabili za izolacijo DNA, del pa pripravili za 
shranjevanje v zamrzovalniku za nadaljnje analize. Za zamrzovanje smo 2 mL vzorca 
prenesli v mikroepruvete, centrifugirali in po centrifugiranju odstranili supernatant. Dodali 
smo 250 µL gojišča MRS s 30 %  glicerola in shranili pri -20 °C. 
 
3.3.6 Izolacija DNA iz kultur izbranih sevov 
DNA izbranih sevov smo izolirali s pomočjo kompleta reagentov Wizard Genomic DNA 
Purification Kit. V mikrocentrifugirko smo prenesli po 1 mL kulture sevov in jo 
centrifugirali. Odlili smo supernatant in usedlini dodali 600 µL EDTA z dodatkom 6 mg 
lizocima in 6 µL raztopine mutanolizina in inkubirali pri temperaturi 37 °C 30–60 minut. 
Mešanico smo po inkubaciji centrifugirali, odlili supernatant in nadaljevali z lizo celic. 
Dodali smo 300 µL raztopine za lizo celic (ang. Nuclei Lysis Solution), inkubirali pri 80 
°C 5 minut, ohladili pri sobni temperaturi in dodali 1,5 µL RNAze ter ponovno inkubirali 
pri 37 °C 20 minut. Nato smo dodali 100 µL raztopine za obarjanje proteinov (Protein 
Precipitation solution), vzorce inkubirali na ledu 20 minut ter ponovno centrifugirali. Po 
centrifugiranju smo supernatant prelili v nove mikrocentrifugirke s 600 µL izopropanola za 
precipitacijo DNA in mešanico ponovno centrifugirali. Supernatant smo po centrifugiranju 
zavrgli, usedlini pa dodali 600 µL 70 % etanola za spiranje DNA in centrifugirali. Po 
centrifugiranju smo etanol odlili ter pustili mikrocentrifugirke odprte, da so se posušile. Za 
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konec smo dodali še 100 µL raztopine za rehidracijo peleta DNA (Rehydration solution) in 
tako pripravljeno mešanico shranili v zamrzovalniku. 
 
3.3.7 Pomnoževanje 16S rDNA izbranih sevov 
Za identifikacijo izbranih sevov smo izbrali metodo sekvenciranja 16S rDNA, ki je 
enostavna za uporabo in ključna pri odkrivanju novih bakterij. Z uporabo te metode je 
možno identificirati redko izolirane seve, bakterije z nenavadnimi fenotipskimi profili, ne 
tako pogoste bakterije in počasi rastoče bakterije (Woo in sod., 2008).  
 
Za pomnoževanje smo uporabili univerzalna začetna oligonukleotida 27f (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') in 1495 R (5'-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3') 
(Yu in sod., 2011). 
 
Pripravili smo reakcijsko mešanico (40 µL), ki je vsebovala:  
- 26,6 µL vode, 
- 8 µL 5-kratnega pufra GoTaq Flexi, 
- 2,4 µL 25 mM MgCl2,, 
- 0,2 µL 100 µM začetnega oligonukleotida 27f, 
- 0,2 µL 100 µM začetnega oligonukleotida 1495R, 
- 0,4 µL 10 mM dNTP, 
- 0,2 Taq polimeraze (5U/µL), 
- 2 µL DNA. 
 
Sledila je izvedba PCR. Potek programa je prikazan v preglednici 4. Z agarozno gelsko 
elektroforezo smo preverili dobljene pomnožke in jih poslali na sekvenciranje v podjetje 
Microsynth (Dunaj, Avstrija). 












1 72 5 
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3.3.8 Določanje vrste izbranih sevov 
Dobljena zaporedja pomnožkov 16S rDNA smo primerjali z elektronsko bazo podatkov 
NCBI (National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine, 
Bethesda, ZDA) ter s pomočjo programa BLAST določili, kateri vrsti pripadajo 
preiskovani sevi (NCBI, 2016). 
 
Pri nekaterih smo pri primerjavi sekvenc določili, da lahko pripadajo dvema ali trem 
vrstam. Kateri vrsti pripadajo, smo zato poskušali ugotoviti z analizo PCR z uporabo 
vrstno specifičnih začetnih oligonukleotidov. Analizirali smo seve, za katere smo pri 
primerjavi sekvenc določili, da pripadajo vrstam L. curvatus ali L. sakei, L. casei ali L. 
paracasei, L. plantarum in L. delbrueckii subsp. bulgaricus oz. lactis.  
 
Reakcijske mešanice (20 µL) so vsebovale:  
-  MiliQ vodo, 
- 4 µL 5-kratnega pufra GoTaq flexi, 
- 1,2 µL -2 µL 25 mM MgCl2, 
- 0,1 µL -1 µL začetnih oligonukleotidov, s koncentracijo100 µM za vrste L. curvatus, 
L. casei, L. paracasei, L. plantarum, L. delbrueckii subsp. bulgaricus in koncentracijo 
10 µM za L. sakei, 
- 0,2-0,4 µL 10 mM dNTP, 
- 0,1 µL Taq polimeraze (5U/µL). 
 
Uporabili smo programe PCR, opisane v Preglednici 5. 
 
Preglednica 5: Programi PCR za ugotavljanje vrste sevov 
Št. ponovitev Temperatura (˚C) Čas (s) 
1 95 180 
30 
95 30 
58  za L. plantarum in 
L. delbruecki ssp. 
bulgaricus 
55 za L paracasei 
62 za L. casei 
53 za L.sakei 
30 
72 30 
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Preglednica 6: Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov za ugotavljanje vrste analiziranih sevov 
Analizirani 
sev 
Zaporedje začetnega oligonukleotida  





-        LB1: 
AAAAATGAAGTTGTTTAAAGTAGGTA 





-        Plant 1: 
ATCATGATTTACATTTGAGTG 





-        Y2: 
CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT 
-        Para1: 
CACCGAGATTCAACATGG 
Ward in sod., 
1999. 
L. casei 
-        Y2: 
CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT 
-        Cas1: 
TGCACTGAGATTCGACTTAA 
Ward in sod., 
1999. 
L. sakei 
-        16: 
GCTGGATCACCTCCTTTC 




3.3.9 Ugotavljanje občutljivosti sevov za antibiotike z metodo mikrodilucije 
Za ugotavljanje občutljivosti sevov za antibiotike smo uporabili metodo mikrodilucije v 
skladu z navodili ISO standarda za mleko in mlečne izdelke (ISO 10932, 2010). Testirali 
smo občutljivost sevov laktobacilov za kanamicin, eritromicin in tetraciklin. Dobljene 
rezultate smo primerjali s sprejemljivimi MIC vrednostmi, določenimi s strani EFSE, 
(2018) in ugotovili, kateri sevi laktobacilov so odporni proti testiranim antibiotikom.  
3.3.9.1 Priprava raztopin antibiotikov 
Raztopine antibiotikov smo pripravili z upoštevanjem navodil v ISO standardu za mleko in 
mlečne izdelke (ISO 10932, 2010). Pripravili smo raztopino tetraciklina s koncentracijo 
128 µg/mL iz tetraciklin hidroklorida s 95 % čistostjo. Za izračun učinkovitosti antibiotika 
(Wp) smo upoštevali podatke proizvajalca o čistosti (Was) in odstotek aktivne komponente 







= 0,92         … (2) 
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𝑊𝑝 = 𝑊𝑎𝑐 × 𝑊𝑎𝑠 = 0,95 × 0,92 = 0,87          … (3)  
Pripravili smo 10-kratno založno raztopino antibiotika, in sicer 1,28 mg/mL, kar pomeni, 
da bi za 100 ml potrebovali 128 mg tetraciklina. To vrednost smo delili z učinkovitostjo 




= 147 𝑚𝑔            … (4) 
Izračunano maso TH smo zatehtali v 100 mL merilno bučko, dodali destilirano vodo, 
premešali do popolne raztopitve in dopolnili do 100 mL. Raztopino tetraciklina smo po 
pripravi še 10-krat razredčili z destilirano vodo.  
Raztopino eritromicina s koncentracijo 16 µg/mL smo pripravili iz eritromicina z 
učinkovitostjo 0,85. Pripravili smo 10-kratno založno raztopino antibiotika, zato smo za 
100 mL raztopine potrebovali 16 mg čistega antibiotika. Z upoštevanjem učinkovitosti 




= 18,8 𝑚𝑔                       … (5) 
Izračunano količino antibiotika smo zatehtali v 100 mL bučko, dodali 2 mL etanola in 
mešali, dokler se ni antibiotik popolnoma raztopil. Nato smo z destilirano vodo dopolnili 
bučko do 100 mL in raztopino kasneje pred uporabo še 10-krat redčili z destilirano vodo. 
Raztopino kanamicina s koncentracijo 2048 µg/mL smo pripravili iz kanamicin sulfata s 
70 % aktivnostjo (Calbiochem, ZDA). Aktivno komponento smo zopet izračunali iz 







= 0,83                    … (6) 
Učinkovitost antibiotika smo izračunali s pomočjo enačbe 7: 
𝑊𝑝 = 0,7 × 0,83 = 0,58            … (7) 
Za raztopino antibiotika smo za 100 mL potrebovali 204,8 mg čistega antibiotika. To 





= 353 𝑚𝑔                       … (8) 
353 mg KS smo zatehtali v 100 mL bučko, raztopili v destilirani vodi ter dopolnili z vodo 
do 100 mL. 
Vse raztopine antibiotikov smo sterilizirali s filtracijo preko mikrofiltra z velikostjo por 0,2 
mm.  
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3.3.9.2 Priprava mikrotitrskih plošč 
Za pripravo mikrotitrskih plošč smo potrebovali sterilno MiliQ vodo in raztopine 
antibiotikov. V vsako luknjico, razen v  predzadnjo, smo odpipetirali 50 µL MiliQ vode. V 
predzadnjo luknjico smo odpipetirali 100 µL antibiotika in ga nato po 50 µL prenesli v 
predhodno luknjico, premešali in ta postopek nadaljevali do 2. luknjice, iz katere smo 50 
µL zavrgli, namesto prenesli v 1. luknjico. Tako pripravljena plošča je vsebovala 
naraščajoče koncentracije antibiotikov iz leve proti desni. 1. luknjica je predstavljala 
pozitivno kontrolo, zadnja pa negativno kontrolo. 
3.3.9.3 Priprava suspenzije bakterijskih sevov 
Bakterijske seve iz tekočega gojišča MRS smo 2 dni pred izvedbo mikrodilucije nacepili 
na trdo gojišče MRS in inkubirali 48 ur pri anaerobnih pogojih pri 37 °C ali 30 °C (velja za 
L. plantarum). Po inkubaciji smo v Ringerjevo raztopino s sterilno cepilno zanko s 
petrijevih plošč (slika 2) prenesli toliko kolonij, da je motnost suspenzije ustrezala 
motnosti McFarlandovega standarda 1 (BioMérieux). Po 10 µL tako pripravljene 
suspenzije smo prenesli v epruvete s 5 mL tekočega gojišča LSM.  
 
 
Slika 2: Kolonije bakterijskih sevov L. plantarum 14L in L. parabuchneri 25L na trdem gojišču MRS 
3.3.9.4 Nanašanje bakterijskih suspenzij na mikrotitrske plošče 
Na mikrotitrske plošče smo do zadnje luknjice v vrstici prenesli po 50 µL inokuliranega 
tekočega gojišča LSM. V zadnjo luknjico, ki je predstavljala negativno kontrolo, smo 
odpipetirali 50 µL tekočega gojišča LSM brez dodane kulture. Mikrodilucijske plošče smo 
glede na vrsto sevov inkubirali anaerobno pri 30 °C  ali 37 °C 48 h.  
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3.3.9.5 Odčitavanje rezultatov 
Po dveh dneh inkubacije smo rezultate vizualno odčitali. Preverili smo rast pri pozitivni in 
negativni kontroli in če sta bili kontroli ustrezni, smo nadaljevali z opazovanjem rasti 
kulture na gojišču LSM z dodanim antibiotikom. MIC vrednost smo odčitali pri 
koncentraciji antibiotika, pri kateri ni bilo več vidne rasti. V preglednici 7 so prikazane 
vrednosti MIC za eritromicin, kanamicin in tetraciklin, ki jih EFSA (2018) predpisuje za 
mikroorganizme, ki se uporabljajo v živilih in/ali krmi. Vrednosti so nam služile pri 
interpretaciji rezultatov, ali so izolati iz sirov, dostopnih na slovenskem tržišču, občutljivi 
za oziroma odporni proti testiranim antibiotikom. 
 
Preglednica 7: Vrednosti MIC za tetraciklin, kanamicin in eritromicin pri MO, ki se uporabljajo v živilih 
in/ali krmi (povzeto po EFSA, 2018: str. 8) 
 Antibiotik (mg/L) 
MO Eritromicin Kanamicin Tertraciklin 
Lactobacillus (obligatno homofermentativni)a 1 16 4 
L. acidophilus skupina 1 64 4 
Lactobacillus (obligatno heterofermentativni)b 1 64 8c 
Lactobacillus reuteri 1 64 32 
Lactobacillus (fakultativno heterofermentativni)d 1 64 8 
Lactobacillus plantarum / pentosus 1 64 32 
Lactobacillus rhamnosus 1 64 8 
Lactobacillus casei / paracasei 1 64 4 
Bifidobacterium 1 n.z. 8 
Pediococcus 1 64 8 
Legenda: n.z.: ni zahtevano; a: tudi L. delbrueckii, L. helveticus; b: tudi L. fermentum; c: . vrednost MIC za L. 
buchneri za tetraciklin je 128; d : tudi homofermentativne vrste L. salivarus 
 
3.3.10 Ugotavljanje prisotnosti genov za odpornost proti antibiotikom s PCR 
Prisotnost genov za odpornost proti izbranim antibiotikom smo testirali pri tistih 
bakterijskih sevih, ki so presegali minimalne inhibitorne koncentracije (MIC), določene v 
dokumentu EFSA (2018). Pri sevih, ki so izkazali fenotipsko odpornost proti eritromicinu, 
smo ugotavljali prisotnost genov erm(A), erm(B), erm(C) in erm(T). Pri sevih, odpornih 
proti tetraciklinu, smo ugotavljali prisotnost genov tet(A), tet(B), tet(C), tet(M), tet(O) in 
tet(W). Pri sevih s fenotipsko odpornostjo proti kanamicinu pa smo preverili prisotnost 
genov aac(6’)- aph(2’’), aph(3’)-IIIa in ant(6). Reakcijske mešanice smo pripravljali za vsako 
reakcijo PCR za določen gen posebej. Preglednica 8 prikazuje programe PCR in sekvence 
uporabljenih začetnih oligonukleotidov za analizo prisotnosti posameznih genov. 
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Reakcijske mešanice (20 µL) so vsebovale: 
- DNA, 
- MiliQ vodo, 
- 1x GoTaq Flexi pufer, 
- od 1,5 mM do 2 mM MgCl2,  
- od 0,5 µM do 1 µM ustreznih začetnih oligonukleotidov, 
- 0,1 mM dNP, 
- 0,025 U/µl Taq polimerazo. 
 
Med izvedbo reakcije PCR smo pripravili 1,5 % agarozni gel, na katerega smo po končani 
izvedbi nanesli pomnožke. Elektroforeza je potekala 60 min pri 90 V. Prisotnost testiranih 
genov smo po barvanju agaroznega gela z raztopino barvila Sybr Safe preverili z UV-
transiluminatorjem.  
 
Preglednica 8: Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov in programi PCR za ugotavljanje prisotnosti 
genov za odpornost proti antibiotikom 
Tarčni 
gen 
Zaporedje začetnega oligonukleotida 
(5' -> 3') 
PCR program 
Vir 
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nadaljevanje Preglednica 8: Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov in programi 
PCR za ugotavljanje prisotnosti genov za odpornost proti antibiotikom 
Tarčni 
gen 
Zaporedje začetnega oligonukleotida 
(5' -> 3') 
PCR program 
Vir 



















1 95 180 
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nadaljevanje Preglednice 8: Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov in programi 
PCR za ugotavljanje prisotnosti genov za odpornost proti antibiotikom 
Tarčni 
gen 
Zaporedje začetnega oligonukleotida 
(5' -> 3') 
PCR program Vir 
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4 REZULTATI 
Cilj magistrske naloge je bil raziskati prisotnost odpornosti proti antibiotikom eritromicinu, 
tetraciklinu in kanamicinu med laktobacili, ki smo jih izolirali iz sirov, prisotnih na 
slovenskem trgu. Pri sevih z izkazano fenotipsko odpornostjo proti določenim antibiotikom 
smo preverili tudi prisotnost genov z zapisom za odpornost proti tem antibiotikom. 
 
4.1 VSEBNOST LAKTOBACILOV V SIRIH 
V vzorcih 34 sirov smo najprej določili skupno število mezofilnih in termofilnih 
laktobacilov. Ustrezne razredčitve vzorcev smo nanesli v paralelkah na trdo gojišče 
Rogosa in po tridnevni inkubaciji pri anaerobnih pogojih prešteli izrasle kolonije. Skupno 
število mezofilnih laktobacilov (inkubacija pri 30 °C) se je gibalo od < 104 KE/g do 
9,5×108 KE/g, medtem ko se je skupno število termofilnih laktobacilov (inkubacija pri 37 
°C) gibalo od < 104 KE/g do 6,0×108 KE/g. Pri petih vzorcih sirov je bilo število 
laktobacilov < 104 KE/g (Gorgonzola, S budget Gauda, Masdamer, sir Brie, Mozzarella), 
najvišje skupno število mezofilnih in termofilnih laktobacilov smo določili v dveh vzorcih 
Bovškega ovčjega sira. Podrobnejši rezultati so predstavljeni Prilogi A.  
 
4.2 IDENTIFIKACIJA LAKTOBACILOV IZ SIROV 
Za primerjavo sorodnosti bakterijskih izolatov smo uporabili analizo RAPD-PCR, pri 
čemer smo uporabili DNA 176 izolatov, izolirano s toplotno obdelavo kolonij, izraslih na 
trdem gojišču Rogosa. Po končani analizi RAPD-PCR smo pomnožke nanesli na agarozni 
gel, opravili elektroforezo, obarvali z barvilom, osvetlili in slikali z UV- 
transiluminatorjem. Pomnožke smo med seboj primerjali vizualno in za nadaljnje analize 
izbrali tiste seve, katerih vzorci pomnožkov so bili različni. Primer rezultata analize 
RAPD-PCR je prikazan na Sliki 3. 
 
 
Slika 3: Primeri pomnožkov RAPD-PCR laktobacilov, izoliranih iz sirov z začetnim oligonukleotidom M13. 
Legenda: M: molekularni označevalec velikosti 1 kb DNA Ladder, 33A-33L: vzorci pomnožkov, dobljeni iz 
kolonij laktobacilov, izoliranih iz sira Bovški ovčji sir 1, 34A – 34L: vzorci pomnožkov, dobljeni iz kolonij 
laktobacilov, izoliranih iz sira Bovški ovčji sir 2, 15C-15L: vzorci pomnožkov, dobljeni iz kolonij 
laktobacilov, izoliranih iz sira Tolminc,  N.K.: negativna kontrola 
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Po analizi RAPD-PCR smo 107 izbranih izolatov prečistili z razmazovanjem na trdo 
gojišče Rogosa ter v nadaljevanju namnožili v tekočem gojišču MRS. Kultivacija v 
tekočem gojišču MRS je bila neuspešna za sev 17E, zato je bil sev izključen iz nadaljnjih 
analiz. S pomočjo komercialnega kompleta reagentov Wizard Genomic DNA Purification 
Kit smo izolirali DNA 106 izolatov. Z metodo PCR smo pomnožili 16S rDNA (slika 4) in 
pomnožke poslali na sekvenciranje v laboratorij Microsynth. Pridobljene sekvence smo s 




Slika 4: Pomnožki PCR 16S rDNA sekvence z univerzalnima začetnima oligonukleotidoma 27f in 1495R. 
Legenda:M: molekularni označevalec 1 kb DNA Ladder, 27D: vzorec pomnožka, dobljen iz kolonij 
laktobacilov, izoliranih iz sira Kranjska gauda,  28B-28H: vzorci pomnožkov, dobljeni iz kolonij 
laktobacilov, izoliranih iz sira Ementalec, 29A: vzorec pomnožka, dobljen iz kolonij laktobacilov, izoliranih 
iz sira Edamec, 30A-30E: vzorci pomnožkov, dobljeni iz kolonij laktobacilov, izoliranih iz sira Jogurt Käse, 
31B: vzorec pomnožka, dobljen iz kolonij laktobacilov, izoliranih iz Feta sira, N.K.: negativna kontrola 
 
Pri sevih, pri katerih s programom BLAST ni bilo mogoče določiti posamezne vrste, smo 
opravili še analize PCR z vrstno specifičnimi začetnimi oligonukleotidi.  
 
Največ identificiranih sevov je pripadlo vrstama L. plantarum in L. paracasei, in sicer 26 
(24,5 %) oz. 22 (20,8 %). Med identificiranimi sevi je izstopal sev vrste L. capillatus, 
izoliran iz sira Mohant. Poleg laktobacilov pa je bilo izoliranih tudi 18 sevov, ki pripadajo 
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Slika 5: Zastopanost identificiranih bakterij v analiziranih sirih 
 
V preglednici 9 so predstavljeni sevi, ki smo jih izolirali iz sirov in njihova vrstna 
pripadnost. 
 
Preglednica 9: Identificirani sevi bakterij v različnih vrstah sira 
Zaporedna 
številka sira 
Izvor izolata Sev 
1 Sir Tolminc PDO, Mlekarna Planika, Slovenija 
L. paracasei 1A 
L. rhamnosus 1C 
L. paracasei 1E 
L. paracasei 1G 
L. paracasei 1I 
L. paracasei 1L 
2 Sir Cheddar, Tuxford, Velika Britanija L. plantarum 2A 
3 Kozji sir Chevrette, Frico, Nizozemska 
L. curvatus 3A 
L. curvatus 3B 
4 Bohinjski sir, Bohinjska sirarna, Slovenija 
L. brevis 4C 
L. rhamnosus 4D 
L. rhamnosus 4E 
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nadaljevanje Preglednice 9: Identificirani sevi bakterij v različnih vrstah sira 
Zaporedna 
številka sira 
Izvor izolata Sev 
5 Mohant, Bohinjska sirarna, Slovenija 
P. pentosaceus 5B 
P. pentosaceus 5C 
L. plantarum 5D 
L. paracasei 5E 
L. curvatus 5F 
P. pentosaceus 5G 
P. pentosaceus 5K 
P. pentosaceus 5L 
6 Grana Padano, Cepparo S.p.A, Italija 
L. brevis 6A 
L. plantarum 6B 
L. plantarum 6C 
L. rhamnosus 6E 
L. plantarum 6G 
7 Ementalec, Cepparo S.p.A, Italija (Mercator znamka) 
L. plantarum 7A 
L. plantarum 7B 
L. plantarum 7E 
L. paracasei 7G 
L. plantarum 7H 
8 
Camembert, Käserei Champignon Hofmeister GmbH & Co., 
Nemčija, (Mercator znamka) 
L. acidophilus 8A 
L. acidophilus 8G 
9 
Gorgonzola, Käserei Champignon Hofmeister GmbH & Co., 
Nemčija 
/ 
10 Sir Jošt, Ljubljanske mlekarne, Slovenija 
P. pentosaceus 10A 
L. curvatus 10B 
11 Edamec, Mlekarna Celeia, Slovenija 
L. casei 11A 
L. brevis 11B 
12 
Gauda, Mlekarna Celeia, Slovenija, (Mercator znamka) 
 
L. rhamnosus 12B 
L. curvatus 12D 
L. paracasei 12G 
L. rhamnosus 12I 
L. paracasei 12L 
L. paracasei 12K 
13 Sir Tolminc GP-VP,  Ljubljanske mlekarne, Slovenija 
L. plantarum 13C 
L. plantarum 13D 
P. pentosaceus 13H 
L. plantarum 13I 
L. plantarum 13K 
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nadaljevanje Preglednice 9: Identificirani sevi bakterij v različnih vrstah sira 
Zaporedna 
številka sira 
Izvor izolata Sev 
14 Planinski sir Tolmin, Slovenija 
P. pentosaceus 14B 
P. pentosaceus 14E 
L. plantarum 14F 
L. plantarum 14H 
L. plantarum 14I 
L. plantarum 14L 
P. pentosaceus 14M 
15 
Sir Tolminc (zaščitena označba porekla), Sirarna Čadrg, 
Slovenija 
L. plantarum 15D 
L. plantarum 15E 
P. pentosaceus 15F 
L. plantarum 15G 
P. pentosaceus 15H 
P. pentosaceus 15L 
16 S budget Gauda, DMK, GMbH, Nemčija / 
17 Ovčji sir, Giran Kolut, Italija /* 
18 Edamec, Loška mlekarna, Slovenija 
L. paracasei 18A 
L. plantarum 18B 
P. pentosaceus 18D 
L. paracasei 18E 
L. paracasei 18F 
L. plantarum 18L 
19 Edamec MU, Ljubljanske mlekarne, Slovenija L. casei 19B 
20 Trapist, Lactalis L. paracasei 20A 
21 Livada, Pomurske mlekarne, Slovenija 
L. casei 21B 
L. casei 21D 
22 Masdamer, Jagibo Siri, Nizozemska P. pentosaceus 22A 
23 S budget, DMK, GMbH, Nemčija 
L. rhamnosus 23A 
L. casei 23B 
L. delbrueckii subsp. 
delbrueckii/lactis 23F 
25 Mohant, Sirarsko društvo Bohinj, Slovenija 
L. plantarum 25A 
L. plantarum 25B 
L. capillatus 25E 
L. parabuchneri 25F 
L. parabuchneri 25G 
L. plantarum 25H 
L. casei 25K 
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nadaljevanje Preglednice 9: Identificirani sevi bakterij v različnih vrstah sira 
Zaporedna 
številka sira 
Izvor izolata Sev 
26 Bovški ovčji sir, Sirarstvo Ostan, Slovenija 
P. pentosaceus 26B 
L. paracasei 26C 
L. casei 26F 
L. casei 26I 
L. paracasei 26J 
27 Kranjska gauda, Ljubljanske mlekarne, Slovenija 
L. paracasei 27A 
L. casei 27D 
28 Ementalec Ljutomerski sir, Pomurske mlekarne, Slovenija 
L. paracasei 28B 
L. paracasei 28C 
L. rhamnosus 28D 
L. casei 28F 
L. parabuchneri 28H 
29 
Sir Edamec, Cepparo s.p.a, Italija, (Merkator trgovska 
znamka) 
L. rhamnosus 29A 
30 Jogurt Käse (Sir v rezinah), Avstrija 
L. curvatus 30A 




animalis subsp. lactis 
30E 
31 Feta sir (kozje in ovčje mleko), Kolios S.A, Grčija 
L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus  31B 
32 Mozzarela, Galbani, Italija / 
33 Bovški ovčji sir 1, Slovenija 
L. plantarum 33A 
L. paracasei 33B 
L. paracasei 33C 
34 Bovški ovčji sir 2, Slovenija 
L. paracasei 34C 
L. parabuchneri 34D 
Legenda: /: nismo potrdili rasti bakterij na trdem gojišču Rogosa; /*: neuspešna kultivacija v tekočem gojišču 
 
4.3 OBČUTLJIVOST ZA ANTIBIOTIKE 
Občutljivost za antibiotike eritromicin, kanamicin in tetraciklin smo določali z metodo 
mikrodilucije, s katero smo ugotavljali najnižjo koncentracijo antibiotika (MIC), ki zavira 
rast analiziranega seva. Skupno smo testirali 106 izolatov. Ugotovili smo, da odpornosti 
proti antibiotikom ni izkazovalo 35 sevov. 70 sevov je bilo odpornih proti vsaj enemu 
antibiotiku, od teh je 7 sevov izkazovalo odpornost proti dvema antibiotikoma, trije sevi pa 
so bili odporni proti vsem trem testiranim antibiotikom. Pri enem sevu (4K) ni bilo 
prisotne rasti na mikrotitrski plošči po inkubaciji, zato nismo mogli določiti občutljivosti 
za antibiotike. Rezultate smo zbrali v preglednici 10. Koncentracije, ki so obarvane, so 
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presegale sprejemljive vrednosti MIC, določene s strani EFSA (2018), ki smo jih 
predstavili v preglednici 7.  
 
Na sliki 6 je vidna rast izoliranih laktobacilov na mikrotitrski plošči po končani inkubaciji.  
 
 
Slika 6: Mikrotitrska plošča za ugotavljanje občutljivosti izoliranih laktobacilov za kanamicin po inkubaciji 
 
Preglednica 10: Rezultati ugotavljanja občutljivosti sevov za antibiotike. Obarvane so koncentracije, ki 
presegajo sprejemljive vrednosti MIC (EFSA, 2018) 
Sev 







L. paracasei 1A 0,063 256 4 
L. rhamnosus 1C < 0,016 64 < 0,125 
L. paracasei 1E < 0,016 32 < 0,125 
L. paracasei 1G < 0,016 32 < 0,125 
L. paracasei 1I < 0,016 32 < 0,125 
L. paracasei 1L < 0,016 32 < 0,125 
L. plantarum 2A 0,5 512 16 
L. curvatus 3A < 0,016 32 < 0,125 
L. curvatus 3B < 0,016 32 < 0,125 
L. brevis 4C 0,5 512 16 
L. rhamnosus 4D 0,063 256 4 
L. rhamnosus 4E 1 1024 32 
 
se nadaljuje  
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nadaljevanje Preglednice 10: Rezultati ugotavljanja občutljivosti sevov za antibiotike. 
Obarvane so koncentracije, ki presegajo sprejemljive vrednosti MIC (EFSA, 2018) 
Sev 







P. pentosaceus 4K / / / 
P. pentosaceus 5B 0,032 128 4 
P. pentosaceus 5C 0,032 256 4 
L. plantarum 5D 0,5 128 16 
L. paracasei 5E 0,063 256 4 
L. curvatus 5F 0,063 256 4 
P. pentosaceus 5G 0,063 256 4 
P. pentosaceus 5K 0,032 128 4 
P. pentosaceus 5L < 0,016 256 2 
L. brevis 6A 0,5 512 16 
L. plantarum 6B 0,5 512 16 
L. plantarum 6C 0,5 512 16 
L. rhamnosus 6E 0,032 128 4 
L. plantarum 6G 0,25 128 1 
L. plantarum 7A 0,5 512 16 
L. plantarum 7B 0,5 256 8 
L. plantarum 7E 0,25 128 1 
L. paracasei 7G < 0,016 128 < 0,125 
L. plantarum 7H 0,5 512 8 
L. acidophilus 8A < 0,016 64 < 0,125 
L. acidophilus 8G 0,125 32 1 
P. pentosaceus 10A 0,032 128 4 
L. curvatus 10B 0,032 128 4 
L. casei 11A 0,063 256 4 
L. brevis 11B 0,5 512 16 
L. rhamnosus 12B 0,063 256 2 
L. curvatus 12D 0,032 128 2 
L. paracasei 12G 0,5 256 2 
L. rhamnosus 12I < 0,016 32 < 0,125 
L. paracasei 12K < 0,016 128 < 0,125 
L. paracasei 12L 2 128 2 
L. plantarum 13C 0,5 128 16 
L. plantarum 13D 0,5 512 16 
P. pentosaceus 13H 0,032 32 1 
L. plantarum 13I 0,5 512 8 
 
se nadaljuje  
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nadaljevanje Preglednice 10: Rezultati ugotavljanja občutljivosti sevov za antibiotike. 
Obarvane so koncentracije, ki presegajo sprejemljive vrednosti MIC (EFSA, 2018) 
Sev 







L. plantarum 13K 0,5 512 16 
P. pentosaceus 13L 0,032 128 4 
P. pentosaceus 14B 0,032 256 4 
P. pentosaceus 14E 2 512 64 
L. plantarum 14F 0,5 512 16 
L. plantarum 14H 0,5 512 16 
L. plantarum 14I 0,5 1024 32 
L. plantarum 14L 0,5 512 16 
P. pentosaceus 14M 0,063 128 4 
L. plantarum 15D 1 512 16 
L. plantarum 15E 8 512 64 
P. pentosaceus 15F 0,032 64 4 
L. plantarum 15G 0,5 1024 16 
P. pentosaceus 15H 0,032 128 0,25 
P. pentosaceus 15L 0,063 256 4 
L. paracasei 18A < 0,016 64 < 0,125 
L. plantarum 18B 0,25 32 2 
P. pentosaceus 18D 0,125 512 8 
L. paracasei 18E 0,032 128 4 
L. paracasei 18F 0,032 32 4 
L. plantarum 18L 0,5 512 8 
L. casei 19B < 0,016 64 4 
L. paracasei 20A < 0,016 32 4 
L. casei 21B < 0,016 64 4 
L. casei 21D < 0,016 64 4 
P. pentosaceus 22A 0,125 512 8 
L. rhamnosus 23A 0,032 64 < 0,125 
L. casei 23B < 0,016 16 < 0,125 
L. delbrueckii subsp. delbrueckii/ subsp.lactis 
23F 
< 0,016 16 < 0,125 
L. plantarum 25A 0,5 256 16 
L. plantarum 25B 0,5 32 8 
L. capillatus 25E 2 512 64 
L. parabuchneri 25F < 0,016 16 4 
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nadaljevanje Preglednice 10: Rezultati ugotavljanja občutljivosti sevov za antibiotike. 
Obarvane so koncentracije, ki presegajo sprejemljive vrednosti MIC (EFSA, 2018) 
Sev 







L. plantarum 25H 0,5 256 16 
L. casei 25K 0,063 256 4 
L. parabuchneri 25L 2 512 1 
P. pentosaceus 26B 0,063 256 8 
L. paracasei 26C 0,032 64 2 
L. casei 26F 0,032 256 < 0,125 
L. casei 26I 0,032 128 < 0,125 
L. paracasei 26J 0,032 128 < 0,125 
L. paracasei 27A 0,032 128 < 0,125 
L. casei 27D < 0,016 64 < 0,125 
L. paracasei 28B < 0,016 32 < 0,125 
L. paracasei 28C < 0,016 18 < 0,125 
L. rhamnosus 28D 0,032 128 < 0,125 
L. casei 28F < 0,016 128 < 0,125 
L. parabuchneri 28H 0,032 64 4 
L. rhamnosus 29A 0,032 64 < 0,125 
L. curvatus 30A 0,032 4 < 0,125 
L. delbrueckii subsp. delbrueckii/ subsp.lactis 
30D 
< 0,016 32 < 0,125 
Bifidobacterium/animalis/ subsp. lactis 30E < 0,016 8 2 
L. delbrueckii subsp. bulgaricus 31B < 0,016 64 0,125 
L. plantarum 33A 0,5 256 16 
L. paracasei 33B 0,5 128 8 
L. paracasei 33C 0,25 64 0,5 
L. paracasei 34C 0,25 32 0,5 
L. parabuchneri 34D 1 128 32 
Legenda: /: odsotnost rasti na mikrotitrski plošči 
 
Pri sevih, pri katerih so ugotovljene vrednosti MIC presegale sprejemljive vrednosti 
(EFSA, 2018), smo s PCR preverili prisotnost genskih zapisov za tetraciklin, eritromicin in 
kanamicin. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili DNA bakterije, ki je vsebovala 
preiskovani gen. Po končanem PCR smo izvedli gelsko elektroforezo in s slike vizualno 
odčitali prisotnost  oz. odsotnost testiranih genov.  
 
Odpornost proti tetraciklinu je izkazalo 9 sevov, ki so pripadali vrstam L. brevis (3), P. 
pentosaceus (1), L. plantarum (1), L. capillatus (1), L. parabuchneri (2) in L. paracasei 
(1). Izvedli smo šest PCR, s katerimi smo testirali prisotnost genov tet(A), tet(B), tet(C), 
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tet(M), tet(O)  in tet(W). Gene za odpornost proti tetraciklinu smo našli le pri sevu L. 
capillatus (25 E), pri katerem smo potrdili prisotnost genov tet(A) in tet(M) (slika 7).  
 
 
Slika 7: Pomnožki PCR z začetnima oligonukleotidoma za gen tet(M), ki kodira odpornost proti tetraciklinu 
Legenda: M: molekularni označevalec velikosti 1 kb DNA Ladder, 4C: vzorec pomnožka, dobljenega iz seva 
L. brevis 4C, 6A: vzorec pomnožka, dobljenega iz seva L. brevis 6A, 11B: vzorec pomnožka, dobljenega iz 
seva L. brevis 11B, 14E: vzorec pomnožka, dobljenega iz seva P. pentosaceus 14E, 25E: vzorec pomnožka, 
dobljenega iz seva L. capillatus 25E, 33B: vzorec pomnožka, dobljenega iz seva L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus 33B, 34D: vzorec pomnožka, dobljenega iz seva L. parabuchneri 34D, 15E: vzorec pomnožka, 
dobljenega iz seva L. plantarum 15E,  IM 338: pozitivna kontrola, N.K.: negativna kontrola 
 
Proti eritromicinu je bilo odpornih 5 sevov vrst L. parabuchneri (1), L. capillatus (1), L. 
plantarum (1), P. pentosaceus (1) in L. paracasei (1). S PCR smo ugotavljali prisotnost 
štirih genov, ki kodirajo odpornost proti antibiotikom, in sicer ermA, ermB, ermC in ermT. 
Prisotnosti iskanih genov pri testiranih sevih nismo potrdili (slika 8). 
 
 
Slika 8: Pomnožki reakcije PCR z začetnima oligonukleotidoma za gen ermB, ki kodira odpornost proti 
eritromicinu 
Legenda: M: molekularni označevalec velikosti 1 kb DNA Ladder, 12L: vzorec pomnožka, dobljenega iz 
seva L. paracasei 12L, 14E: vzorec pomnožka, dobljenega iz seva P. pentosaceus 14E, 25E: vzorec 
pomnožka, dobljenega iz seva L. capillatus 25E, 25L: vzorec pomnožka, dobljenega iz seva L. parabuchneri 
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Prisotnost genov za odpornost proti kanamicinu smo ugotavljali pri 70 sevih vrst L. 
parabuchneri (3), L. paracasei (10), L. plantarum (24), L. brevis (3), L. rhamnosus (5), P. 
pentosaceus (15), L. curvatus (3), L. casei (5), L. capillatus (1) in L. delbrueckii subsp. 
delbrueckii/ subsp. lactis (1). Ugotavljali smo prisotnost genov aph(3')-llla, aac(6')-aph(2'') 




Koren M. Odpornost laktobacilov iz sirov proti tetraciklinu in eritromicinu. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
42 
5 RAZPRAVA 
V nalogi smo raziskali odpornost proti antibiotikom pri laktobacilih iz sirov, ki so prisotni 
na slovenskem trgu. V ta namen smo z metodo mikrodilucije na mikrotitrskih ploščah 
preverili odpornost preiskovanih laktobacilov proti eritromicinu, tetraciklinu in 
kanamicinu. Pri sevih, ki so za posamezen antibiotik presegli vrednosti MIC, predpisane s 
strani EFSA (2018) in tako izkazali odpornost proti antibiotiku, smo odpornost proti 
antibiotikom v nadaljevanju raziskali še s PCR, s katerim smo preverili morebitno 
prisotnost genov z zapisom za odpornost. Na podlagi rezultatov smo lahko ocenili 
razširjenost odpornosti proti antibiotikom med laktobacili iz sirov v slovenskem prostoru 
in kolikšno je s tem povezano tveganje za prenos genov na druge bakterije.  
 
Za namen raziskovalnega dela naloge smo skupno pridobili 34 vzorcev sira, dostopnih na 
slovenskem tržišču, pri čemer smo bili pozorni na čimbolj pester in širok nabor sirov, tako 
po surovini kot po tehnološkem postopku. Tako smo imeli med preiskovanimi siri 4 ovčje, 
1 kozjega, 1 mešanega iz kozjega in ovčjega mleka ter 28 sirov iz kravjega mleka. Med siri 
je bilo največ zorenih sirov poltrdega in trdega tipa, nekaj sirov iz vlečenega testa, sirov v 
slanici in sirov s plesnijo.  
 
Aseptično pripravljene vzorce sirov smo suspendirali z natrijevim citratom in jih razredčili 
z metodo razredčevanja po Kochu. Razredčene suspenzije vzorcev smo v paralelkah 
nanesli na trdo gojišče Rogosa, ki je selektivno za rast laktobacilov, in jih inkubirali 3 dni v 
anaerobnih pogojih pri 30 °C in 37 °C. Po inkubaciji smo prešteli izrasle kolonije in 
izračunali število kolonijskih enot na gram vzorca. Najvišje skupno število mezofilnih in 
termofilnih laktobacilov smo določili v vzorcih slovenskih tradicionalnih sirov, in sicer v 
dveh vzorcih Bovškega ovčjega sira ter v siru Tolminc. Visoko skupno število laktobacilov 
so v raziskavah  pri zorenih sirih z nestarterskimi kulturami določili tudi Čanžek Majhenič 
in sod. (2007) ter De Angelis in sod. (2001). 
 
Po identifikaciji kolonij, zraslih na gojišču Rogosa, smo ugotovili, da lahko na tem gojišču 
zrastejo tudi ostale MKB in bifidobakterije. Poleg laktobacilov smo izolirali 18 sevov iz 
vrste P. pentosaceus in 1 sev Bifidobacterium animalis subsp. lactis. Tudi Skelin in sod. 
(2012) poročajo, da so pri analizi vzorcev sirov na gojišču Rogosa poleg laktobacilov 
izolirali še P. pentosaceus, P. acidilactici, Streptoccocus sp. in Leuconostoc mesenteroides 
kar dokazuje, da gojišče Rogosa ni popolnoma selektivno za rast laktobacilov.  
 
Kolonije, izrasle na gojišču Rogosa, smo v nadaljevanju poskusa analizirali z reakcijo 
RAPD-PCR. V ta namen smo za analizo laktobacilov iz tradicionalnih slovenskih sirov 
naključno izbrali do 12 kolonij, za analizo laktobacilov iz industrijsko izdelanih sirov pa do 
osem kolonij. Pri petih vzorcih industrijsko izdelanih sirov (Gorgonzola, S budget Gauda, 
 
Koren M. Odpornost laktobacilov iz sirov proti tetraciklinu in eritromicinu. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
43 
Masdamer, sir Brie, Mozzarella) na trdem gojišču Rogosa nismo potrdili rasti laktobacilov, 
zato smo lahko za nadaljno analizo uporabili le izolate 29-ih vzorcev sira. 
 
RAPD-PCR je preprosta analizna metoda, ki so jo leta 1990 razvili John G.K.Williams in 
sodelavci. Za analizo je potrebna minimalna količina genomske DNA, metoda pa temelji 
na pomnoževanju naključnih fragmentov DNA z enim ali več začetnimi oligonukleotidi.  
Pomanjkljivost metode je slaba ponovljivost, ki pa jo z optimizacijo pogojev reakcije lahko 
precej omilimo (Micheli in sod., 1994). RAPD-PCR je zato zelo uporabna metoda pri 
identifikaciji velikega števila sevov iz kompleksnih okolij, kot so tradicionalni siri, ter 
določanju njihove sorodnosti oz. raznolikosti. Tudi v naši raziskavi smo z analizo RAPD-
PCR pregledali in preverili raznolikost 176 izolatov in med izolati z istim vzorcem 
pomnožkov izbrali po enega za nadaljnjo analizo.  
 
Tako smo DNA 106 izbranih izolatov uporabili kot tarčno DNA v PCR, kjer smo z 
univerzalnima začetnima oligonukleotidoma 27f in 1495R pomnoževali 16S rDNA, 
dobljene pomnožke pa poslali na sekvenciranje. Za identifikacijo sevov na nivoju vrste oz. 
rodu smo dobljena zaporedja pomnožkov 16S rDNA primerjali z zaporedji v elektronski 
bazi podatkov NCBI in obdelali s pomočjo programa BLAST. Izkazalo se je, da je kar 82 
% vseh izoliranih sevov pripadnikov rodu Lactobacillus, preostalih 18 % sevov pa je 
pripadalo vrstam P. pentosauceus in Bifidobacterium animalis subsp. lactis. Med 
laktobacili je bilo največ izoliranih bakterij iz vrst L. plantarum (24,5 %) in L. paracasei 
(20,8 %), sledili so jim sevi vrst L. casei (9,4 %), L. rhamnosus (8,5 %), L. curvatus (5,7 
%), L. parabuchneri (4,7 %), L. brevis (2,8 %), L. acidophilus  in L. delbrueckii subsp. 
delbrueckii/lactis z 1,9 % ter L. capillatus in L. delbrueckii subsp. bulgaricus s po 0,9 %. 
 
Med identificiranimi sevi je pozornost pritegnil sev vrste L. capillatus, ki smo ga izolirali 
iz sira Mohant. To vrsto so prvi opisali Chao in sod. (2008). Bakterije L. capillatus so 
izolirali iz slanice tofuja zelo intenzivnega vonja in okusa in jih opisali kot nesporogene 
paličice, ki se pojavljajo posamezno, v paru ali v kratkih verižicah in imajo dolge flagele. 
Spadajo med fakultativne anaerobe, glede na končne produkte presnove pa jih uvrščamo v 
skupino homofermentativnih laktobacilov. Ker je bil sev L. capillatus v obeh raziskavah 
izoliran iz fermentiranih izdelkov z intenzivnim vonjem in okusom, je možno, da njegovi 
presnovni produkti vplivajo na oblikovanje značilnega intenzivnega vonja izdelkov, v tem 
primeru sira Mohanta in tofuja.  
 
Seve vrste P. pentosauceus smo izolirali iz Bohinjskega sira (Bohinjska sirarna), sira 
Mohant (Bohinjska sirarna), sira Jošt (Ljubljanske mlekarne), sira Tolminc GV-VP 
(Ljubljanske mlekarne), Planinskega sira Tolmin, sira Tolminc (sirarna Čadrg), sira 
Edamec (Loška mlekarna), sira Masdamer in iz Bovškega ovčjega sira (sirarstvo Ostan).  
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Identifikacija pediokokov iz zgoraj naštetih sirov ne preseneča, saj spadajo med MKB, 
prav tako se uporabljajo v starterskih kulutrah. O izolaciji P. pentosauceus iz sirov, 
narejenih iz surovega mleka, poročajo tudi drugi raziskovalci, med drugim tudi Carafa in 
sod. (2015). Raziskovali so mikrobioto sira »Malga«, ki je značilen za severovzhodni 
alpski del Italije in je narejen iz surovega mleka večerne in jutranje molže. Ugotovili so, da 
večino mikrobiote predstavljajo sevi vrst L. paracasei in P. pentosauceus, kar sovpada z 
našo raziskavo, kjer so sevi vrste P. pentosauceus na tretjem mestu po pogostosti izoliranih 
sevov iz sirov, vključenih v raziskavo, sevi vrste L. paracasei pa na drugem mestu. 
 
Sev Bifidobacterium animalis subsp. lactis smo izolirali iz sira Jogurt Käse (Spar Vital), 
njegova prisotnost seva pa je zaradi dodane probiotične starterske kulture pri proizvodnji 
sira. Speranza in sod. (2018) so raziskali uporabo kombinacije probiotikov in prebiotikov 
pri proizvodnji sira in njihov pozitiven vpliv na zdravje. Fermentirani mlečni izdelki so 
zaradi kompaktne strukture, vrednosti pH in vsebnosti maščobe primerni za obogatitev s 
probiotiki in prebiotiki in tako so probiotiki zaščiteni pri prehodu skozi gastrointestinalni 
trakt. Uživanje prebiotikov in probiotikov zmanjšuje tveganje za nastanek mnogih bolezni, 
zavirajo rast patogenih bakterij in proizvodnjo škodljivih metabolitov. Najpogosteje 
uporabljena probiotična seva v sirih sta B. animalis subsp. lactis BB12 in L. acidophilus 
LA5, o čemer poroča tudi Bakr (2015). Seva sta zmožna dolgotrajnega preživetja v sirih, 
kar so dokazali z raziskavami, v katerih so uporabili sire Cheddar, turški sir in tradicionalni 
sveži brazilski sir Minas. Sirom so med proizvodnjo dodali probiotične seve in spremljali  
njihovo rast. Ugotovili so tudi pozitiven vpliv seva S. thermophilus na rast seva L. 
acidophilus LA5 v siru Minas, saj se je vsebnost seva L. acidophilus LA5 med zorenjem 
povečala. Vsi preiskovani siri so po zorenju in skladiščenju še vedno vsebovali 
priporočeno vsebnost probiotikov v sirih, ki znaša ≥ 107 KE/g.  
 
Za preverjanje občutljivosti sevov za antibiotike eritromicin, tetraciklin in kanamicin smo 
uporabili metodo mikrodilucije v mikrotitrski plošči. Celoten postopek inokulacije plošč 
smo izvedli ob gorilniku ali v laminariju ter tako zagotovili aseptično metodo in preprečili 
okužbo mikrotitrskih plošč.  
 
Odpornosti proti antibiotikom smo preverjali pri 106 identificiranih izolatih iz sirov, od 
katerih je odpornost proti vsaj enemu antibiotiku izkazalo 74 % sevov (70 sevov). 
 
Pri sevih, ki so izkazali fenotipsko odpornost proti testiranim antibiotikom in so presegali 
vrednosti MIC, predpisane s strani EFSA (2018), smo nato s PCR testirali prisotnost genov 
tet(A), tet(B), tet(C), tet(M), tet(O), tet(W), ermA, ermB, ermC, ermT, aph(3')-llla, aac(6')-
aph(2'') in ant(6)-la. 
 
Proti eritromicinu je bilo odpornih 5 sevov iz vrst L. parabuchneri (1), L. capillatus (1), L. 
plantarum (1), P. pentosaceus (1) in L. paracasei (1), vendar pri nobenem sevu nismo 
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potrdili prisotnosti preiskovanih genov ermA, ermB, ermC in ermT. Odpornost proti 
tetraciklinu pa je izkazalo 9 sevov, ki so pripadali vrstam L. brevis (3), P. pentosaceus (1), 
L. plantarum (1), L. capillatus (1), L. parabuchneri (2) in L. paracasei (1). Gene za 
odpornost proti tetraciklinu smo našli samo pri sevu 25E vrste L. capillatus, pri katerem 
smo potrdili prisotnost genov tet(A) in tet(M). 
 
Vseh 70 izolatov, ki so bili odporni proti vsaj enemu antibiotiku, je izkazovalo odpornost 
proti kanamicinu, kjer so izmerjene vrednosti MIC presegale podane vrednosti (EFSA, 
2018). Prisotnosti genov aph(3')-llla, aac(6')-aph(2'') in ant(6)-la za odpornost proti 
kanamicinu pa  z reakcijo PCR nismo potrdili pri nobenem od preiskovanih sevov. Tako se 
je tudi v naši raziskavi le potrdila prirojena odpornost laktobacilov proti kanamicinu, o 
kateri so pisali že Abriouel in sod. (2015). Večina laktobacilov je razvila prirojeno 
odpornost na aminoglikozidne antibiotike, med katere spadajo kanamicin, neomicin, 
gentamicin in streptomicin, na glikopeptidne antibiotike (vankomicin) ter inhibitorje 
sinteze nukleinske kisline (Abriouel in sod., 2015). Odpornost proti kanamicinu je poleg 
laktobacilov izkazalo tudi 17 sevov iz vrste P. pentosaceus. Rojo-Bezares in sod. (2006) so 
raziskovali odpornost MKB, izoliranih iz vina, proti antibiotikom. Testirali so odpornost 
proti kanamicinu, eritromicinu in tetraciklinu ter ugotovili, da so preiskovane MKB 
odporne proti kanamicinu, saj presegajo predpisane vrednosti MIC, še posebej pediokoki 
in L. plantarum. Pri sevu P. pentosaceus so potrdili prisotnost gena aac(6')-aph(2''), ki nosi 
zapis za odpornost proti kanamicinu. V naši raziskavi genov za odpornost proti kanamicinu 
nismo potrdili pri nobenem izmed testiranih sevov, kar nakazuje, da je morda odpornost 
izoliranih sevov P. pentosaceus prirojena. 
 
Med vsemi izoliranimi sevi vrste P. pentosaceus le en sev (13H) ni pokazal fenotipske 
odpornosti proti testiranim antibiotikom, medtem ko je sev 14E vrste P. pentosaceus 
fenotipsko odporen proti vsem trem preiskovanim antibiotikom. 
 
Pričakovali smo, da bomo v genomu sevov, pri katerih smo odkrili fenotipsko odpornost 
proti tetraciklinu, eritromicinu ali kanamicinu, potrdili gene, ki kodirajo zapis za 
odpornost. Našli smo jih le pri sevu L. capillatus, ki je vseboval gena za odpornost proti 
tetraciklinu tet(A) in tet(M) Pri preostalih 69 fenotipsko odpornih sevih pa v njihovem 
genomu ni bilo prisotnih genov za odpornost, katerih prisotnost smo preverili. 
 
V mnogih raziskavah, ki so bile narejene v zadnjih letih, so raziskovalci pogosto odkrili 
gene za odpornost proti antibiotikom pri MKB, izoliranih iz fermentiranih živil. Nawaz in 
sod. (2011) so opisali prisotnost genov erm(B) pri osmih izoliranih laktobacilih, gen tet(M) 
pri štirinajstih laktobacilih, pojavila pa se je tudi kombinacija genov tet(M) in tet(S) v 
genomu laktobacilov. Rojo-Bezares in sod. (2006) so pri MKB, izoliranih iz vina, našli 
tet(M) in tet(L) gene in odkrili povezavo med visoko vrednostjo MIC in prisotnostjo gena 
tet(M), kar pa ni značilno tudi za gen tet(L). V raziskavi o odpornosti vrste L. paracasei 
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proti tetraciklinu in eritromicinu so Comunian in sod. (2010) ugotovili, da so vsi sevi, ki so 
imeli v genomu prisoten gen erm(B), nosili tudi gene za odpornost proti tetraciklinu. 
Ugotovili so tudi, da na občutljivost laktobacilov za antibiotike vpliva tudi geografska lega 
in tehnologija proizvodnje. Odpornosti proti antibiotikom niso izkazovali sevi MKB, 
izolirani iz avtohtonih sirov s Sardinije, medtem ko so laktobacile, odporne proti 
antibiotikom, našli v sirih, salamah in sirotki iz regij z masovno živinorejo in povečano 
uporabo antibiotikov.  
 
Čeprav smo v naši raziskavi le pri enem sevu določili genotipsko odpornost, je možno, da 
je sevov z geni za odpornost proti antibiotikom še več. Testirali smo le najpogostejše gene, 
zato ne moremo izključiti prisotnosti ostalih genov. Prav tako obstaja možnost napak pri 
samem raziskovalnem delu zaradi pomanjkanja pozitivnih kontrol za erm(T) in tet(O) pri 
analizi PCR, zaradi katerih ne moremo preveriti uspešnosti PCR reakcije.  
 
Obe postavljeni hipotezi pred začetkom raziskovalnega dela lahko potrdimo, saj nekateri 
laktobacili, osamljeni iz sirov, izkazujejo fenotipsko odpornost proti kanamicinu in/ali 
tetraciklinu in/ali eritromicinu. Pri enem sevu z izkazano fenotipsko odpornostjo pa smo 
našli tudi gena tet(A) in tet(M)  za zapis odpornosti proti tetraciklinu.  
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6 SKLEPI 
 70 sevov, osamljenih iz sirov, je izkazalo fenotipsko odpornost proti vsaj enemu od 
antibiotikov tetraciklinu, eritromicinu in kanamicinu. 
 
 Vseh 70 sevov je izkazovalo fenotipsko odpornost proti kanamicinu. 
 
 7 izoliranih sevov laktobacilov je izkazalo odpornost proti dvema antibiotikoma 
hkrati, in sicer je 5 sevov izkazalo fenotipsko odpornost proti kanamicinu in 
tetraciklinu, 2 seva pa proti eritromicinu in kanamicinu. 
 
 Odpornost proti vsem trem preiskovanim antibiotikom so izkazali trije sevi, 
izolirani iz slovenskih avtohtonih sirov. 
 
 Genotipsko odpornost proti tetraciklinu smo potrdili le pri sevu L. capillatus, 
izoliranem iz Mohanta, ki je vseboval gena tet(A) in tet(M). 
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7 POVZETEK 
Raznolikost in prekomerna uporaba antibiotikov v zdravstvene, veterinarske in kmetijske 
namene predstavlja vedno večji globalni problem, skrb vzbujajoče pa je tudi dejstvo, da je 
na voljo vedno manj učinkovitih in na novo odkritih antibiotikov. Prekomerna in 
nekontrolirana uporaba antibiotikov je povzročila odpornost proti antibiotikom med 
patogenimi MO. Ne smemo pa zanemariti dejstva, da so odpornost razvile tudi bakterije, ki 
za naše zdravje niso škodljive, imajo nanj celo pozitiven učinek in imajo status GRAS. Te 
bakterije lahko predstavljajo potencialno tveganje za prenos odpornosti na patogene 
bakterije, saj služijo kot rezervoar mobilnih genetskih elementov. Takšni MO so tudi 
laktobacili, ki se zaradi svojih tehnoloških in zdravju koristnih učinkov uporabljajo pri 
pripravi izdelkov s probiotiki in fermentiranih živil. Zato smo v magistrski nalogi 
preverjali odpornost proti tetraciklinu, eritromicinu in kanamicinu pri laktobacilih, 
izoliranih iz slovenskih tradicionalnih in industrijsko izdelanih sirov, ter ugotovili, ali ti 
sevi predstavljajo potencialen rezervoar genov, ki nosijo zapis za odpornost.  
 
V raziskovalnem delu smo uporabili 34 vzorcev sirov, od tega so bili štirje ovčji, en kozji, 
en mešani (iz kozjega in ovčjega mleka), ostali pa so bili iz kravjega mleka, iz katerih smo 
osamili 176 izolatov. Po analizi RAPD smo od 176 izolatov izbrali 106 izolatov z 
različnimi vzorci pomnožkov in jih poslali na identifikacijo.  
 
Med izolati sta prevladovali vrsti L. plantarum in L. paracasei, določili pa smo še 
prisotnost vrst P. pentosaceus, L. casei, L. rhamnosus, L. curvatus, L. parabuchneri, L. 
brevis, L. acidophillus, L. delbrueckii subsp. delbrueckii/lactis, L. capillatus in L. 
delbrueckii  subsp. bulgaricus. 
 
Izoliranim sevom smo določali občutljivost za antibiotike eritromicin, tetraciklin in 
kanamicin z metodo mikrodilucije, pri čemer smo ugotavljali najnižjo koncentracijo 
antibiotika, ki vpliva na rast analiziranega seva. Za določitev odpornosti seva smo 
uporabili mejne vrednosti MIC, ki jih je določila EFSA. Pri sevih s fenotipsko izraženo 
odpornostjo smo preverili še morebitno prisotnost genov za zapis odpornosti v njihovem 
genomu.  
 
Fenotipsko odpornost proti vsaj enemu od antibiotikov je izkazalo 70 sevov, osamljenih iz 
sirov. Vseh 70 sevov je izkazalo fenotipsko odpornost proti kanamicinu, proti eritromicinu 
je bilo odpornih 5 sevov, proti tetraciklinu pa 9 sevov.  
 
Pri sevih, ki so izkazali fenotipsko odpornost proti eritromicinu, smo ugotavljali prisotnost 
genov erm(A), erm(B), erm(C), in erm(T). Pri sevih, odpornih proti tetraciklinu, smo 
ugotavljali prisotnost genov tet(A), tet(B), tet(C), tet(M), tet(O), tet(W). Pri sevih s fenotipsko 
odpornostjo proti kanamicinu pa smo preverili prisotnost genov aac(6’)- aph(2’’), aph(3’)-
IIIa in ant(6).  
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Genotipsko odpornost proti tetraciklinu smo našli le pri sevu L. capillatus, ki je vseboval 
gena tet(A) in tet(M). Izraženo je imel tudi fenotipsko odpornost proti tetraciklinu in 
eritromicinu.  
 
Postavljeni hipotezi smo lahko potrdili, saj je bila med osamljenimi laktobacili iz sirov 
izražena fenotipska odpornost proti preiskovanim antibiotikom. Pri enem sevu pa smo 
ugotovili tudi genotipsko odpornost, in sicer proti tetraciklinu. Tako smo lahko potrdili obe 
hipotezi, ki smo si ju postavili pred začetkom raziskovalnega dela.  
 
Čeprav je naša raziskava ena redkih tovrstnih v slovenskem prostoru, pa vendar jasno kaže, 
da med MKB, ki naseljujejo sire, bodisi kot starterske ali nestarterske kulture, najdemo 
seve, ki sicer izkazujejo fenotipsko odpornost proti antibiotikom, le redko pa hkrati nosijo 
tudi genski zapis za odpornost. Na podlagi rezultatov lahko ocenimo, da je pogostost 
pojavljanja fenotipske odpornosti proti eritromicinu in tetraciklinu med laktobacili iz sirov 
v slovenskem prostoru precej omejena, medtem ko je fenotipska odpornost proti 
kanamicinu že zelo razširjena in je verjetno posledica mutacij.  
Lahko rečemo, da laktobacili iz sirov ne predstavljajo resnejšega tveganja za horizontalen 
prehod genskih elementov oz. so le »zmerno« nevaren rezervoar genov za odpornost proti 
antibiotikom. Tveganje lahko zmanjšamo z bolj preudarno rabo antibiotikov na vseh 
področjih, vsekakor pa je eden od ukrepov za preprečevanje morebitnega širjenja 
odpornosti proti antibiotikom med MO tudi preverjanje odpornosti proti antibiotikom pri 
MKB, ki se uporabljajo v živilih in krmi. 
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PRILOGE 












1 Sir Tolminc PDO 
Rogosa 30 °C 4,4*108 8,64 
Rogosa 37 °C 5,3*108 8,72 
2 Sir Cheddar 
Rogosa 30 °C <  104 < 4 
Rogosa 37 °C 2* 104 4,30 
3 Kozji sir Chevrette 
Rogosa 30 °C 2* 104 4,30 
Rogosa 37 °C < 104 < 4 
4 Bohinjski sir 
Rogosa 30 °C 1,3*108 8,10 
Rogosa 37 °C 7,4*107 7,87 
5 Mohant 
Rogosa 30 °C 2,1*108 8,32 
Rogosa 37 °C 1,8*108 8,26 
6 Grana Padano 
Rogosa 30 °C 1,6*107 7,21 
Rogosa 37 °C 1,2*106 6,08 
7 
Ementalec (Mercator trgovska 
znamka) 
Rogosa 30 °C 2,9*107 7,46 
Rogosa 37 °C 2,5*107 7,39 
8 
Camembert (Mercator trgovska 
znamka) 
Rogosa 30 °C 1,2*107 7,06 
Rogosa 37 °C 1,6*107 7,20 
9 Sir Gorgonzola 
Rogosa 30 °C < 104 < 4 
Rogosa 37 °C < 104 < 4 
10 Sir Jošt 
Rogosa 30 °C 2,2*108 8,34 
Rogosa 37 °C 2,8*108 8,44 
11 Edamec 
Rogosa 30 °C 4,1*105 5,61 
Rogosa 37 °C 1,9*108 8,28 
12 
Gauda (Mercator trgovska 
znamka) 
Rogosa 30 °C 1,1*107 7,04 
Rogosa 37 °C 1,1*107 7,03 
13 Sir Tolminc GP-VP 
Rogosa 30 °C 4,5*108 8,65 
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14 Planinski sir Tolmin 
Rogosa 30 °C 1,6*106 6,19 
Rogosa 37 °C 1,7*106 6,22 
15 
Sir Tolminc (zaščitena označba 
porekla) 
Rogosa 30 °C 1,0*108 8,0 
Rogosa 37 °C 4,6*107 7,66 
16 S budget Gauda 
Rogosa 30 °C < 104 < 4 
Rogosa 37 °C < 104 < 4 
17 Ovčji sir 
Rogosa 30 °C 9,1*105 5,96 
Rogosa 37 °C 1,0*106 6,00 
18 Edamec 
Rogosa 30 °C 4,9*106 6,69 
Rogosa 37 °C 3,9*106 6,59 
19 Edamec MU 
Rogosa 30 °C 1*104 4 
Rogosa 37 °C 2,6*106 6,41 
20 Trapist 
Rogosa 30 °C 4*104 4,6 
Rogosa 37 °C 2,7*106 6,42 
21 Livada 
Rogosa 30 °C 1,3*107 7,11 
Rogosa 37 °C 1,5*107 7,18 
22 Masdamer 
Rogosa 30 °C <  104 < 4 
Rogosa 37 °C <  104 < 4 
23 S budget 
Rogosa 30 °C 3,2*105 5,51 
Rogosa 37 °C 1,5*106 6,16 
24 Sir Brie 
Rogosa 30 °C < 104 < 4 
Rogosa 37 °C < 104 < 4 
25 Mohant 
Rogosa 30 °C 1,9*108 8,28 
Rogosa 37 °C 1,3*108 8,10 
26 Bovški ovčji sir 
Rogosa 30 °C 5,8*108 8,77 
Rogosa 37 °C 4,4*108 8,65 
27 Kranjska gauda 
Rogosa 30 °C 2,1*105 5,32 
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28 Ementalec, Ljutomerski sir 
Rogosa 30 °C 6,5*106 6,81 
Rogosa 37 °C 6,6*106 6,82 
29 
Sir Edamec (Merkator trgovska 
znamka) 
Rogosa 30 °C 2*104 4,30 
Rogosa 37 °C 3,2*105 5,51 
30 Jogurt Käse (Sir v rezinah) 
Rogosa 30 °C 1,1*107 7,02 
Rogosa 37 °C 8,4*106 6,92 
31 Feta sir (kozje in ovčje mleko) 
Rogosa 30 °C 4,8*105 5,68 
Rogosa 37 °C 3,6*105 5,56 
32 Mozzarela 
Rogosa 30 °C < 104 < 4 
Rogosa 37 °C < 104 < 4 
33 Bovški ovčji sir 1 
Rogosa 30 °C 9,4*108 8,97 
Rogosa 37 °C 4,9*108 8,69 
34 Bovški ovčji sir 2 
Rogosa 30 °C 5,5*108 8,74 
Rogosa 37 °C 6,0*108 8,78 
 
